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1.1 CÉLULAS MADRE 	  
 En general, se define una célula madre como toda célula con capacidad de 
autorrenovarse y de experimentar divisiones asimétricas (1-5). De cada división 
asimétrica surge una célula madre igual que la original y otra célula que puede 
diferenciarse hacia varias estirpes (multilinaje) y que es capaz de originar células 
madre unipotenciales, que en algunas circunstancias pueden revertir su dirección y 
adquirir fenotipo de célula madre (6).  Tanto el número de células madre como el 
proceso de diferenciación están muy regulados en el organismo, manteniéndose 
siempre una cantidad adecuada de células precursoras indiferenciadas y de su 
progenie diferenciada. Además, las células precursoras que resulten de los procesos 
de división pueden permanecer quiescentes hasta estadios tardíos del desarrollo o 
estar disponibles para situaciones de estrés (1). 
Existen diferentes tipos de células madre entre las que están las células madre 
embrionarias, las células madre adultas o de tejidos concretos y las células madre de 
pluripotencialidad inducida (iPS por su siglas en inglés).  
 
1.1.1 Células madre embrionarias 	  
 A pesar de que los primeros trabajos con células madre embrionarias (CME) de 
ratón datan de la década de los 80, no fue hasta 1998 cuando se aislaron las primeras 
CME de procedencia humana (7), abriéndose así un nuevo campo de investigación y 
de ulterior aplicabilidad clínica. 
Se denomina célula madre embrionaria a aquella que deriva del embrión de un 
mamífero en su estadio de blastocisto y que tiene la capacidad de dar lugar a cualquier 
célula diferenciada del organismo. 
 Tras la penetración del espermatozoide, el óvulo fecundado adquiere la 
condición de cigoto, en el que se van produciendo sucesivamente distintos períodos de  
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división celular que aumentan rápidamente el número de sus células, las cuales 
reciben el nombre de blastómeros. Días después el embrión tiene el aspecto de una 
esfera compacta que se denomina mórula y que contiene de 12 a 16 blastómeros. 
Hasta este momento, dichos blastómeros tienen capacidad totipotencial, es decir, son 
capaces de generar un individuo completo incluyendo las células germinales y la 
placenta. 
 Durante el siguiente estadio, llamado de blastocisto, el embrión se compone de 
una masa celular externa o trofoblasto (del que derivará la placenta) y de una masa 
celular interna o embrioblasto. Las células derivadas de esta última son células madre 
embrionarias con capacidad pluripotencial, esto es, que pueden originar células de 
todas las capas embrionarias (ectodermo, endodermo y mesodermo) pero necesitan 
del trofoblasto para conformar el individuo completo. 
 Es importante destacar que las células madre embrioblásticas de la masa 
celular interna no mantienen in vivo su capacidad de pluripotencial de forma indefinida 
puesto que se van diferenciando en diferentes linajes celulares. Sin embargo, si se 
extraen del embrión, in vitro son capaces de proliferar de forma ilimitada y mantener su 
potencialidad (7-11). 
  Precisamente las técnicas de Fecundación in vitro (FIV) ofrecen una 
oportunidad de obtener este tipo de células. En cada procedimiento de FIV se obtienen 
embriones sobrantes que en la actualidad se congelan y que son válidos en muchos 
ámbitos legales para investigación. La expansión de este tipo de células presenta  
varias limitaciones, entre ellas controlar el microambiente de cultivo. El principal 
inconveniente es su procedencia alogénica, lo cual implica diferencias en el sistema 
HLA que puede dar lugar a problemas de rechazo tras la aplicación clínica. 
 Sin embargo, estas reacciones inmunes a células alogénicas podrían paliarse 
empleando células embrionarias del propio sujeto (lo que equivaldría a un 
autotrasplante). Este procedimiento se denomina clonación terapéutica por 
transferencia nuclear (7, 12) (Figura 1) y se basa en aislar el núcleo de una célula 
somática adulta e introducirlo en un óvulo desnucleado. Este nuevo embrión se llevaría 
a la fase de blastocisto para obtener células embrionarias de la masa celular interna, 
las cuales pueden someterse a procesos de diferenciación hacia líneas 
comprometidas que den lugar a tejidos adultos, obviando así la mayoría de problemas 
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inmunogénicos. Si una vez formado el nuevo embrión se dejase crecer en un útero 
daría lugar a un individuo genotípicamente casi idéntico. Este proceso, también 
derivado de la transferencia nuclear, se conoce como clonación reproductiva (13, 14). 
El primer ejemplo de clonación de este tipo fue la famosa oveja Dolly (13). 
 
Figura 1. Transferencia nuclear. CME: células madre embrionarias 
 
   
 En cuanto a la clonación reproductiva es importante mencionar que resulta un 
procedimiento muy ineficaz. Durante el desarrollo de los embriones es necesaria la 
activación de genes que actúan en etapas tempranas (y que en estas células 
donadoras de núcleos se encuentran suprimidos) y la supresión de los genes 
asociados a la diferenciación que ya están activos en la célula donante del núcleo. Se 
trata de una compleja “reprogramación” del núcleo de la célula que da lugar a múltiples 
errores de transcripción y traducción, derivando en aberraciones  genéticas y 
alteraciones fenotípicas de consecuencias insalvables para la mayoría de los 
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embriones. Además, la eficacia del proceso también tiene que ver con otros factores 
como el tipo de célula donante y el estado de maduración de la misma (15). 
 La clonación terapéutica requiere de una serie de técnicas y manipulaciones 
para expandir y diferenciar las CME hacia determinadas poblaciones celulares, como 
por ejemplo hacia progenitores neurales (16-18), precursores hematopoyéticos (19),  
células productoras de insulina (20, 21), cardiomiocitos (22) o neuronas 
dopaminérgicas (23). El hecho de que los diferentes protocolos de diferenciación 
celular hayan sido efectivos abre la puerta para incorporar la clonación terapéutica 
como una opción de tratamiento en diversas enfermedades (neurodegenerativas, 
procesos hematológicos, diabetes…), en las que el eventual trasplante de estas 
células no tendría tantas limitaciones de inmunocompatibilidad existentes con células 
de origen alogénico. Además, protocolos experimentales en animales han demostrado 
que la transferencia nuclear sumada a técnicas de manipulación y recombinación 
génica supone una alternativa válida para el tratamiento de determinadas alteraciones 
genéticas (24).  
Aunque las posibilidades de aplicación clínica hacen de esta técnica la más 
atractiva, existen dificultades. Algunas de ellas son la tumorigenicidad de estas células 
(formación de teratomas tras la implantación in vivo), la diferenciación espontánea, la 
reprogramación epigenética del núcleo celular y el genoma mitocondrial (que participa 
en la producción de determinadas proteínas y que puede generar inmunogenicidad en 
el receptor, por lo que se piensa que puede jugar un papel en el rechazo de los tejidos) 
(25).  
 Por otro lado, desde el punto de vista ético, el procedimiento es cuestionado 
por algunos sectores de la comunidad científica, ya que para la obtención de las CME 
se crean embriones que se llevan a la fase de blastocisto, y se destruyen tras la 
extracción de las mismas.  
 
 
1.1.2. Células madre de adulto o somáticas 
 
 Las células madre somáticas se han definido clásicamente como una célula 
madre que forma parte de la estructura y función de un tejido adulto, que tiene una 
capacidad limitada para diferenciarse y que, por  lo tanto, puede sustituir o “recambiar” 
	  	  
	   Introducción	   	  	   	  
7	  
únicamente a las células del tejido al que pertenece (26, 27). Estas células se han 
identificado en diferentes órganos y tejidos como son la médula ósea, sangre 
periférica, sangre del cordón umbilical, cerebro, médula espinal, grasa, pulpa dentaria, 
vasos sanguíneos, músculo esquelético, piel, tejido conjuntivo, córnea, retina, hígado, 
conductos pancreáticos, folículo piloso, tejido gastrointestinal y pulmón (28-32). 
  
 No obstante, diversos experimentos han demostrado que las células madre de 
origen somático además pueden diferenciarse hacia células de distintas hojas 
embrionarias y, por lo tanto,  con diferentes funciones. A este proceso se le conoce 
como transdiferenciación celular (33). Es más, se ha conseguido diferenciar células 
madre hematopoyéticas hacia células de las tres hojas embrionarias (34) tales como 
células endoteliales, cardiomiocitos, miocitos, hepatocitos, neuronas, piel e intestino 
(35-41). Otros grupos han dado este paso a partir de adipocitos (42). 
 
 Por otra parte, se han descrito otros procesos para explicar la plasticidad 
observada en las células madre adultas, la desdiferenciación y la fusión celular (43, 
44). En los últimos años, la fusión celular se ha identificado como un mecanismo de 
gran peso tanto en el desarrollo normal del individuo como en la renovación tras una 
lesión tisular y en la plasticidad de las células madre. Concretamente se ha 
demostrado su implicación en procesos de regeneración tisular en el hígado, pulmón, 
músculo, cerebro, corazón e intestino (45-52). 
 
 Otro concepto incorporado últimamente es el de “nicho de células madre”, el 
cual se define como una compleja estructura que forma parte del microambiente 
celular y que integra señales tanto locales como sistémicas que regulan de forma 
positiva y/o negativa la actividad de la célula madre (53). Un mejor conocimiento de los 
nichos de células madres y su correcta manipulación pueden jugar un papel importante 
en los procesos de diferenciación de las células madre somáticas hacia líneas 
celulares  concretas. 
 
Células madre mesenquimales (CMM) derivadas de médula ósea. 
 
 Este tipo de CMM son una población celular propia de la médula ósea, tejido 
complejo y sinusoidal que se encuentra en la cavidad medular de los huesos largos, 
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esternón, huesos pélvicos y de la parte esponjosa de las vértebras. La médula ósea 
posee además otra población de células madre bien diferenciadas, las células madre 
hematopoyéticas. 
 Las CMM residen en el estroma medular y representan tan sólo del 0.001 al 
0.01% del total de la población celular de la médula (54). Fueron caracterizadas por 
primera vez por Friedenstein, quien las aisló de la médula ósea y las describió como 
células adherentes de morfología fibroblastoide, capaces de diferenciarse hacia 
células de origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos y adipocitos (55, 56). 
 Ya en el año 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, en sus 
siglas en inglés) propuso tres criterios para definir las células madre mesenquimales 
(57): 
• Deben ser adherentes en cultivo. 
• Deben expresar los antígenos CD73 (relacionado con mecanismos de 
adhesión celular), CD90 (marcador de precursor mesenquimal temprano) y 
CD105 (que interviene en la regulación de distintos componentes de la matriz 
extracelular como fibronectina y colágeno, razón por la cual se cree que está 
relacionado con procesos de angiogénesis y reparación vascular), en ausencia 
de antígenos hematopoyéticos como CD34, CD45 (que son marcadores de 
monocitos, macrófagos y linfocitos B). 
• Deben ser capaces de diferenciarse in vitro a células de origen mesodérmico 
en osteoblastos, adipocitos y condrocitos, bajo condiciones estándar de cultivo. 
 
  
1.1.3 Células madre pluripotenciales inducidas (iPS) 
 
 Son células maduras con una función especializada (por ejemplo, células 
epiteliales) que son reprogramadas hasta conseguir una desdiferenciación que las 
convierta en pluripotenciales, como son las células madre embrionarias.  
 Yamanaka y colaboradores demuestran en 2006 y 2007 la viabilidad de este 
proceso tanto a partir de células murinas adultas como de fibroblastos humanos (58, 
59), haciéndole merecedor del Premio Nobel en 2012. 
 Teóricamente, con esta técnica, el problema ético/legal de la fuente de células 
madre pluripotenciales quedaría resuelto. No obstante, existen multitud de 
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inconvenientes inherentes al proceso de “fabricación” de estas células que sitúan su 







1.2 TERAPIA CON CÉLULAS MADRE 
 
 La célula madre ideal para su aplicación terapéutica sería aquella que tuviese 
un carácter pluripotencial efectivo, capacidad de autorrenovación indefinida, que 
poseyera una caracterización fenotípica estable, sin potencial tumorigénico y con 
posibilidades de manipulación de su genoma. 
 
 Los desarrollos en el campo de la ingeniería celular hacen más tangible la 
esperanza del uso clínico de las células madre para terapias celulares y trasplantes de 
tejidos, evitando los problemas de histocompatibilidad asociados a los aloinjertos. 
 
 Probablemente el área más prometedor de las células madre es la medicina 
regenerativa y reparadora. Los tejidos que hayan sufrido algún daño, o simplemente el 
envejecimiento, teóricamente pueden ser reparados por poblaciones de células madre 
debidamente “orientadas” y proporcionando el microambiente adecuado. 
 
 
1.2.1 Tejido miocárdico. 
 
 La insuficiencia cardiaca, una de las enfermedades más prevalentes en la 
sociedad actual, es resultado del daño en el músculo cardiaco derivado de 
coronariopatías, hipertensión arterial periférica o por hipertrofia del propio músculo. 
Múltiples estudios y ensayos clínicos están en marcha para encontrar un método bien 
para la prevención de la insuficiencia cardiaca o bien para la reparación del tejido 
cuando ésta ya se ha establecido. Diferentes tipos de células madre (hematopoyéticas, 
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mesenquimales derivadas de médula ósea o células madre residentes en el tejido 
miocárdico) están siendo estudiadas como línea de tratamiento para la regeneración y 
reparación cardiaca tras un infarto de miocardio. 
 A día de hoy, el abordaje más usado para la aplicación de células madre en los 
diferentes ensayos es la inyección intracoronaria (60). Sin embargo, tras prometedores  
estudios preclínicos y clínicos, se diseñaron ensayos randomizados con resultados 
poco concluyentes (61-67).  
 A pesar de que uno de los mayores ensayos multicéntricos sobre el tratamiento 
del infarto de miocardio con mioblastos autólogos no ha demostrado ninguna mejora 
significativa en la función cardiaca (68, 69) existen  otros estudios que sí han 
conseguido mejoría en parámetros como la fracción de eyección del ventrículo 
izquierdo (70, 71) e, incluso, evitan una incorrecta remodelación del tejido infartado 
(72). Otro estudio ha demostrado una reducción significativa tanto de eventos 
isquémicos posteriores al infarto como de arritmias postinfarto mediante la inyección 
intracoronaria de células madre hematopoyéticas (62).  
Por tanto, tras una década de ensayos clínicos bien diseñados, el uso de 
células madre hematopoyéticas en la regeneración miocárdica sigue siendo 
controvertido ya que, aunque ha demostrado ser un tratamiento seguro, no se ha 
evidenciado una reducción en la mortalidad, la tasa de reinfartos o de reingresos (60).  
Sin embargo, las células madre mesenquimales (CMM) derivadas de médula 
ósea sí están arrojando resultados más contundentes en ensayos clínicos, con una 
mejora funcional significativa y una reducción de la regeneración tisular aberrante 
postinfarto, que se traduce en una mejor tolerancia al ejercicio y calidad de vida (73). 
Es más, el ensayo clínico POSEIDON (74) compara los resultados del trasplante 
autólogo de CMM frente al alogénico, sin evidenciarse efectos inmunológicos adversos 
o de otro tipo. En estos últimos casos la vía de aplicación de las CMM fue la 
transendocárdica en vez de la intracoronaria. Los resultados de estos ensayos abren 
la puerta a otros más ambiciosos desde el punto de vista clínico. 
 
 También se han diseñado estudios clínicos basados en el uso de células madre 
residentes en el tejido cardiaco (CSC). Existen dos grandes ensayos clínicos cuyos 
resultados han evidenciado una mejoría significativa en la remodelación cardiaca 
medida por el tamaño de la escara postinfarto en la resonancia magnética cardiaca. 
No obstante, solamente uno de ellos (SCIPIO) ha demostrado mejorar de forma 
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significativa los síntomas, la calidad de vida y la fracción de eyección del ventrículo 
izquierdo (75-77). 
 
 Las células madre pluripotenciales inducidas (iPS), por otro lado, se están 
abriendo camino como una línea más a tener en cuenta en el campo de la 
regeneración miocárdica postinfarto, aunque sólo se tiene constancia de estudio 
preclínicos en animales (78). 
 Por último, recientemente se ha comunicado un estudio realizado con primates 
en el que se demuestra la “remuscularización” del tejido cardiaco dañado tras la 
aplicación intramiocárdica de cardiomiocitos derivados de células madre embrionarias 
humanas en un modelo de infarto agudo de miocardio (79). 
 Por otro lado, la ingeniería de tejidos está consiguiendo importantes avances, 
habiéndose llegado a repoblar con diferentes tipos de células, entre ellas células 
madre, corazones descelularizados manteniendo viable la matriz extracelular como 
esqueleto para que asienten y proliferen dichas células (80, 81).  
 
  
1.2.2. Tejido nervioso. 
 
 Hoy en día existen numerosas referencias sobre la aplicación clínica de células 
madre en diferentes grupos de enfermedades neurológicas, por ejemplo, se han 
publicado terapias con resultados alentadores en la esclerosis lateral amiotrófica (82-
85). 
En cuanto a la enfermedad de Parkinson, en algunos estudios se han descrito 
buenos resultados en cuanto a mejora de la sintomatología y de los niveles de 
fluorodopa en menores de 60 años (84). Otros trabajos muestran resultados no tan 
brillantes aunque también positivos (86-90).   
La esclerosis múltiple es otra de las enfermedades neurológicas diana para el 
tratamiento con células madre. Existen datos que muestran una mejoría significativa 
en la agudeza visual y un aumento del área de receptores del nervio óptico (91). 
También se ha experimentado con células madre en situaciones de daño de la 
médula espinal, demostrándose mejoras funcionales en ratas con afectación crónica 
(92) y en modelos animales porcinos (93). Diferentes ensayos clínicos se están 
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llevando a cabo en la actualidad en cuanto al daño medular en humanos, 
observándose mejoras neurológicas tras el injerto intraespinal de poblaciones 
celulares de médula ósea (92). 
En el accidente cerebrovascular, se han descrito beneficios en modelos 
animales en cuanto al comportamiento y tamaño de la cicatriz postinfarto, tras la 
infusión por diferentes vías de células madre propias del sistema nervioso y 
mesenquimales derivadas de médula ósea (93). En estudios clínicos también se ha 
documentado una reducción del daño neurológico sin importantes efectos colaterales 
tras el trasplante de CMM (94). Actualmente existen varios ensayos clínicos 
prometedores en fase I y II en marcha (92). 
Al igual que en el tejido cardiaco, algunos de los efectos más estudiados de las 
CMM son el estímulo para la angiogénesis y para el aumento de las mitosis del tejido 
perilesional viable mediante la secreción de factores tróficos, la inmunomodulación y el 
efecto antiinflamatorio. Es decir, se otorga más importancia a la influencia en el 
proceso reparador que al hecho de que las CMM trasplantadas puedan diferenciarse a 
células somáticas adultas del órgano dañado (recordemos que en el caso del sistema 
nervioso, éstas células madre deberían sufrir una transdiferenciación -diferenciación 
hacia una célula somática de una hoja embrionaria diferente a la de origen-, lo cual 
ocurre únicamente bajo condiciones muy específicas).  
 
 
1.2.3. Tejido pulmonar. 
 
 La administración o trasplante de CMM parece modular la función de las 
células residentes en el pulmón en el contexto de daño del órgano y subsiguiente 
reparación. Las vías por las cuales se produce este efecto son el contacto directo y 
mediante un mecanismo paracrino, a través del cual las CMM secretan diferentes 
mediadores e incluso transfieren proteínas, ácidos nucleicos y organelas a las células 
nativas dañadas o que van a participar en el proceso reparador (95, 96).  
Para el estudio de los efectos de la terapia con células madre se han diseñado 
diversos modelos animales de lesiones pulmonares como la Fibrosis Pulmonar 
Idiopática (FPI), Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC), la Bronquiolitis 
Obliterante (BO), Síndrome de Distrés Respiratorio del Adulto (SDRA) y otros daños 
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agudos, como la Disfunción Precoz del Injerto (algunos de estos modelos son 
humanos, derivados de los diferentes sistemas de perfusión ex vivo de los pulmones) 
[97-102]. 
 La aplicabilidad clínica de las células madre sobre las diferentes patologías 
pulmonares se está evaluando mediante tres estrategias fundamentalmente. Una de 
ellas es la inyección de células madre bien a través de la vía aérea, bien a través de la 
arteria pulmonar, con resultados preclínicos alentadores en daño pulmonar agudo 
inducido (103). Otra es la  caracterización y activación de las células madre nativas del 
pulmón (104). Y, por último, el desarrollo de la ingeniería de tejidos, habiendo llegado 
a repoblar de células funcionantes la vía aérea e incluso tejido pulmonar 
descelularizado (105-108). 
 Conforme a estos resultados preclínicos, se han diseñado ensayos clínicos, 
algunos de ellos aún en periodo de reclutamiento de pacientes, que tratan de objetivar 
tanto la seguridad del tratamiento como los posibles beneficios de las células madre en 
diferentes patologías pulmonares (EPOC, FPI, silicosis, displasia broncopulmonar y 
SDRA) [109].  
  
 
1.2.4. Tejido óseo. 
 
 La regeneración del tejido óseo se ha centrado fundamentalmente en factores 
de crecimiento óseo y terapia con células madre expandidas in vitro. Sobre la acción 
de las células madre adultas de hueso quedan áreas que esclarecer en cuanto a 
caracterización y manipulación.  
 Se ha demostrado que las células madre mesenquimales (CMM) derivadas de 
médula ósea tienen una solvente capacidad reparadora en modelos animales, no 
mediante su diferenciación hacia células osteogénicas (110), sino más bien mediante 
otros mecanismos como son la quimiotaxis sobre otras células implicadas en la 
cicatrización, la neoangiogénesis y la inmunomodulación de la respuesta al daño 
tisular (111, 112). Además, parecen tener un perfil de seguridad satisfactorio en 
cohortes clínicas de osteogénesis imperfecta (113, 114) y osteonecrosis femoral (115-
118).  
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No obstante, quedan por resolver algunos aspectos antes del paso a la práctica 
clínica desde estos estudios preliminares, como son la metodología para la extracción, 
purificación, manipulación y administración de las CMM. 
 
 
1.2.5. Piel. 	  
 En cuanto a la piel, no solo se están desarrollando modelos e injertos sintéticos 
basados en CMM, sino que también se están explorando otras vías como la 
administración tópica de estas células. Concretamente, en un estudio en el que se 
aplica vía tópica CMM en una matriz de fibrina a cinco pacientes con lesiones agudas 
y a ocho pacientes con heridas crónicas que no cicatrizan, se muestra un aumento en 
la neoformación de fibras elásticas y una reducción del tamaño de las heridas crónicas 
(119). 
Por otro lado, existe un interés creciente en el uso de células madre derivadas 
del tejido adiposo para el tratamiento de cicatrices con el objetivo de intervenir en la 
remodelación defectuosa que la propia cicatrización supone (120, 121). 
 
1.2.6. Cicatrización. 	  
 En el proceso de cicatrización participan multitud de células implicadas en la 
cascada inflamatoria produciendo citoquinas que prolongan la respuesta inflamatoria y 
que atraen a células productoras de colágenos que conformarán la cicatriz o escara. 
Tanto las células madre adultas como las células madre mesenquimales han 
demostrado un papel inmunomodulador en este sentido, facilitando una respuesta 
inflamatoria “controlada” y pudiendo influir así en la restitución/regeneración del tejido 
sin formación de escara (122, 123).  
En el campo de la cirugía torácica, se han publicado trabajos en modelos 
animales que demuestran el papel de las células madre mesenquimales en la 
cicatrización del muñón bronquial con o sin fístula. En un modelo animal en ratas 
neumonectomizadas se consigue restitutio ad integrum de la arquitectura histológica 
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del muñón bronquial (124). Por otro lado, más recientemente, en un modelo de fístula 
broncopleural en cabras, se consigue el cierre de las misma tras la aplicación 
endotraqueal de CMM (125), lo que pone de manifiesto la capacidad de estas células 
de influir sobre procesos de cicatrización complejos. 
 
1.2.7. Otros. 	  
 Las células madre también están siendo utilizadas para mejorar los resultados 
en el manejo de algunas patologías autoinmunes. En el caso de la diabetes mellitus 
tipo 1 se ha comunicado una mejora en la función de las células beta del páncreas y 
un descenso en la dosis necesaria de insulina (126). Terapias combinadas de 
inmunoablación y trasplante autólogo de células madre hematopoyéticas han 
producido resultados positivos en términos de dosis requerida por el paciente (127). Es 
más, este efecto también se ha observado en pacientes a los que se les trasplanta 
células madre derivadas del tejido adiposo humano (128). Recientemente, y como 
apuntábamos previamente en la introducción, se han conseguido células productoras 
de insulina a través de la llamada clonación terapéutica (21). 
 También se han descrito efectos beneficiosos de la terapia con CMM en 
modelos animales de otras enfermedades autoinmunes como el Lupus Eriteramatoso 
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1.3 SÍNDROME DE BRONQUIOLITIS OBLITERANTE (BOS) 	  
 Hoy en día, el trasplante pulmonar se ha consolidado como una opción 
terapéutica válida para algunas de las graves enfermedades terminales que afectan al 
pulmón y en las que el tratamiento médico se ha llevado al límite (130). 
 El número de trasplantes pulmonares ha ido aumentando desde sus comienzos 
en el año 1985. Según el Registro Internacional del año 2014, en el año 2012 se 
registraron 3719 trasplantes pulmonares en todo el mundo. El diagnóstico más 
frecuente de los receptores es la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) 
tipo enfisema (33%), seguido de la Fibrosis Pulmonar Idiopática (FPI) (24%) y de la 
Fibrosis Quística (FQ) (16%). El tipo de trasplante más frecuente es el bilateral, 
representando el 72% del total de procedimientos (131). 
 Actualmente, la supervivencia global del trasplante pulmonar a 1, 3, 5 y 10 años 
se sitúa en torno al 80%, 65%, 53% y 32% respectivamente (131). No obstante, 
existen diversas complicaciones, descritas en la Tabla 1, que pueden ensombrecer el 
pronóstico de estos pacientes tanto a corto como a largo plazo. 
 Por otro lado, son varios los problemas o limitaciones que se presentan en 
relación con el trasplante pulmonar:  
• La escasez de órganos: anualmente el número de pacientes que se incluyen en 
listas de espera es mayor que el número de trasplantes que se realizan,  lo que 
implica listas de espera crecientes. Esto supone una mortalidad en lista de 
entre el 5 y el 10%. Existen algunas estrategias para intentar paliar esta 
escasez de órganos, como son las mejoras en los protocolos de manejo del 
paciente crítico, el uso de donantes subóptimos o marginales, donantes en 
asistolia controlada (132, 133, 134) y no controlada (135), donante vivo,  y la 
utilización de sistemas de perfusión exvivo que permiten recuperar pulmones a 
priori no válidos (136).  
• La disfunción precoz del injerto (DPI): se presenta en las primeras 72 horas del 
trasplante y que supone la principal causa de mortalidad a 30 días 
postrasplante, con una incidencia estimada entre el 10 y el 25% (24,1%) (130, 
131, 136). 
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• El rechazo crónico: es la principal causa de morbi-mortalidad tras el primer año 
del trasplante. Éste se conoce anatomopatológicamente como “Bronquiolitis 
Obliterante” (BO) y clínicamente como “Síndrome de Bronquiolitis Obliterante” 
(BOS, en sus siglas en inglés),  y tiene una incidencia del 50% y 76% a los 5 y 
10 años respectivamente (130) [Figura 2]. 
 
 
Tabla 1. Causas de muerte más frecuentes en los trasplantes pulmonares de adultos. 
Tomada del Registro Internacional (ISHLT) del año 2014. 
 0 – 30 
días 
31 días – 1 
año 
1 – 3 años 3 – 5 años 5 – 10 años 
Fallo de 
injerto 
24,1% 16,6% 18,8% 17,9% 16,9% 
BOS 0,1% 4,3% 25,1% 29,0% 24,7% 
RA 3,4% 1,8% 1,6% 0.6% 0.6% 
Fallo del injerto: según el Registro Internacional (ISHLT), puede existir algún error en la 
clasificación de fallo del injerto. De manera que, además de la DPI (disfunción precoz del 
injerto), pueden estar incluidas en este apartado otras formas fallo en la función del injerto a 
medio y/o largo plazo (BOS, RA). 
BOS: “Síndrome de Bronquiolitis Obliterante”, BOS en sus siglas en inglés. 
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Figura 2. Porcentaje de pacientes libres de BOS tras el trasplante pulmonar. Registro 
Internacional (ISHLT) del año 2014.  
       
 
1. Definición de BOS 	  
Inicialmente, en los pacientes con deterioro persistente de la función del injerto 
pulmonar se observó una lesión histopatológica compatible con bronquiolitis obliterante 
(BO), lo cual se entendió como una manifestación del rechazo crónico de dicho injerto 
(137). Esencialmente, la BO consiste en un proceso de fibrosis que afecta a la vía 
aérea pequeña. En las fases más tempranas se observa un infiltrado linfocitario en la 
submucosa y del epitelio, proceso conocido como bronquiolitis linfocítica (138). El 
epitelio respiratorio también sufre cambios necróticos y se produce ulceración de la 
mucosa. Esto desencadena una mayor reacción inflamatoria que resulta en la 
migración de fibroblastos y miofibroblastos a la luz de la vía aérea, los cuales producen 
un tejido de granulación que dará lugar a la fibrosis intraluminal que obstruye la vía 
aérea parcial o totalmente (139). En algunas ocasiones, sin embargo, la única 
manifestación es un anillo de fibras elásticas rodeando la ya deformada vía aérea 
(138). 
La baja sensibilidad (28%) y especificidad (75%) de la biopsia transbronquial 
para demostrar la BO (140, 141), asociada a la irregularidad en su presentación 
histológica hacían necesaria una definición basada en criterios clínicos, 
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introduciéndose entonces el término BOS (Bronchiolitis Obliterans Syndrome). Así, en 
1993, la Sociedad Internacional de Trasplante de Pulmón y Corazón (ISHLT, en sus 
siglas en inglés) propuso un sistema de nomenclatura estandarizado que facilitaba su 
aplicabilidad clínica (137). En estas recomendaciones se adopta la función pulmonar, 
inicialmente medida por la evolución del Volumen Espiratorio Máximo en el primer 
Segundo (VEMS o FEV1, en sus siglas en inglés), como el mejor indicador de 
deterioro del injerto. Más recientemente se introdujo el descenso en el Flujo espiratorio 
forzado entre el 25% y el 75% de la capacidad vital forzada (FEF25-75) como marcador 
precoz de BOS (141-142), puesto que el descenso del FEV1 por debajo del 80% 
resulta un criterio poco sensible para detectar un deterioro temprano de la función del 
injerto. 
 Conforme a todo lo expuesto anteriormente, el diagnóstico clínico de BOS se 
establece cuando se confirma un deterioro persistente de la función respiratoria 
medida por el FEV1 durante un periodo de al menos 3 semanas y en ausencia de 
situaciones clínicas intercurrentes que puedan confundir el diagnóstico, como  
infecciones, rechazo agudo, complicaciones de la sutura bronquial, recurrencia de la 
enfermedad de base y otras menos frecuentes (neumopatía esteroidea, enfermedad 
pleural restrictiva,…). En la Tabla 2 se resumen los criterios clínicos diagnósticos de 
BOS. 
 
Tabla 2. Clasificación clínica de BOS. 
ESTADIO BOS Criterio FEV1/FEF 25-75 
0 FEV1>90% y FEF 25-75>75% 
BOS potencial FEV1 81-90% y/o FEF 25-75<75% 
1 FEV1 66-80% 
2 FEV1 51-65% 
3 FEV1<50% 
 
*Los porcentajes se refieren al máximo FEV1 y FEF 25-75% postrasplante, determinado por la 
media de las 2 mejores espirometrías postrasplante separadas entre sí de 3 a 6 semanas. 
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Aunque la radiología no estaba incluida entre los criterios diagnósticos de la 
BOS, una TAC en fase espiratoria puede evidenciar atrapamiento aéreo. Este 
parámetro ha sido relacionado en algunos estudios con el grado y severidad de la BOS 
(143, 144).  
 
Terminología y fenotipos de BOS. 
Dada la definición de BOS como deterioro persistente de la función pulmonar 
postrasplante, podría pensarse que todos los casos de descenso del FEV1 se deben 
al desarrollo de BOS. Sin embargo, existen otras situaciones clínicas relacionadas con 
el injerto o no, que cursan de manera similar (Tabla 3) con un deterioro persistente de 
la función pulmonar.  
Por otra parte, se detectó una cohorte de pacientes con un descenso del FEV1 
que no encajaban completamente en la definición clásica de BOS. Por este motivo, 
recientemente se ha introducido el término Disfunción Crónica del Injerto Pulmonar 
(CLAD, en sus siglas en inglés) (145). El diagnóstico de CLAD se establece por 
criterios espirométricos cuando, al igual que en la BOS, el FEV1 desciende del 80% 
del FEV1 basal durante 3 semanas o más. Este nuevo concepto nace con la 
pretensión de englobar todas las formas de disfunción del injerto pulmonar, sean estas 
potencialmente reversibles o irreversibles. Teóricamente, incluye todos los casos de 
BOS, pero no debe usarse como un término equivalente ya que, como decíamos  
anteriormente, existen otras situaciones que cursan con un empeoramiento de la 
función respiratoria medido por un descenso en el FEV1. Concretamente, se ha 
identificado un tipo de disfunción crónica del injerto que se caracteriza por ser un 
trastorno restrictivo de la función pulmonar (RAS, Restrictive Allograft Syndrome). El 
RAS difiere de la BOS en los criterios diagnósticos y requiere un descenso en la TLC  
de al menos un 10% acompañado de un descenso del FEV1 del 20% o más con un 
cociente FEV1/FVC normal o aumentado (146, 147). No obstante, el cuadro clínico 
puede comenzar en el seno de un trastorno obstructivo tipo BOS y hacerse restrictivo 
en la evolución. Histopatológicamente se produce un daño alveolar difuso seguido de 
fibrosis en el intersticio y en la pleura visceral, con o sin lesiones tipo BO (148). Este 
tipo de disfunción se caracteriza por tener peor pronóstico y supervivencia que los 
pacientes diagnosticados de BOS (146, 147).  
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Por tanto, con el diagnóstico de CLAD se inicia el estudio de las posibles 
causas del descenso en la función pulmonar. Si la función respiratoria permanece 
disminuida tras descartar dichas causas y a pesar del tratamiento, el paciente es 
clasificado como un fenotipo de CLAD concreto, BOS o RAS.  
Existe una entidad que cursa con una caída del FEV1 compatible con CLAD, 
acompañada de neutrofilia en el lavado broncoalveolar (BAL) que responden al 
tratamiento con azitromicina (149, 150, 151) recuperándose la función pulmonar. Es la 
llamada disfunción del injerto neutrofílica reversible, NRAD en sus siglas en inglés. 
Esta respuesta al tratamiento puede tardar más de las tres semanas que se estiman 
necesarias para establecer el diagnóstico de CLAD, por lo que este tipo de pacientes 
puede ser etiquetado inicialmente como CLAD. Sin embargo, tras la respuesta al 
tratamiento y la mejoría de la función pulmonar, ya no reúne los criterios 
espirométricos necesarios, por lo que se considera una entidad clínica independiente 
de CLAD (152). 
En cuanto a los fenotipos de la BOS propiamente dicha, se observó que la 
presentación y evolución clínica puede ser muy variable. Existe un grupo de pacientes 
en los que el diagnóstico de BOS se establece precozmente tras el trasplante que 
puede corresponder a un fenotipo de peor pronóstico, con formas severas de BO y 
rápida progresión (153-156). Otro grupo de pacientes manifiesta una rápida caída de la 
función pulmonar que más tarde se estabiliza (157). Aquellos pacientes que no 
responden a la azitromicina pueden corresponder a un fenotipo irreversible 
caracterizado por lesiones fibroproliferativas tipo BO (149).  
  
Tabla 3. Relación de posibles causas del deterioro persistente de la función pulmonar 
postrasplante. 
1. BOS 
2. Procesos aloinmunes no-BOS: 
a. Rechazo celular agudo 
b. Bronquiolitis linfocítica 
c. Rechazo mediado por anticuerpos 
3. RAS (Restrictive allograft syndrome, en sus siglas en inglés) 
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4. Disfunción del injerto que responde a la azitromizina (NRAD o ARAD, en sus siglas 
en inglés). 
5. Complicaciones inflamatorias del injerto: 
a. Inflamación pleuroparenquimatosa 
b. Inflamación crónica de la vía aérea 
c. Inflamación pleural crónica 
d. Rechazo crónico de origen vascular 
6. Infección 
7. Resección típica o atípica de algún segmento o lóbulo del injerto pulmonar 
8. Anomalía mecánica: 
a. Broncomalacia o estenosis de la vía aérea 
b. Compresión del injerto 
c. Alteraciones ventilatorias (disfunción diafragmática, miopatía) 
d. Efectos adversos de fármacos 
e. Edema pulmonar 
f. Neumonía organizada 
9. Obstrucción vascular: estenosis o tromboembolismo 
10. Anomalías del parénquima trasplantado 
a. Recurrencia de la enfermedad de base 
b. Daño alveolar difuso 
c. Neumonía organizada 
11. Envejecimiento 
 
2. Fisiopatología 	  
 Los mecanismos últimos que subyacen a la formación de la BO permanecen 
aún hoy en día escasamente comprendidos. No obstante, se conocen algunas 
circunstancias que actúan como factores de riesgo asociados a la aparición de la BOS 
(Tabla 4). En la literatura aparecen divididos en mecanismos aloinmunológicos y no 
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Tabla 4. Factores de riesgo (FR) para desarrollar BOS. 
PROBABLE FR POTENCIAL FR 
Rechazo agudo Colonización por Aspergillus 
Neumonitis por CMV Aspiración 
Diferencias en el HLA Infección por CMV (no neumonitis) 
Bronquiolitis linfocítica Anticuerpos específicos contra antígenos 
del donante 
No cumplir el tratamiento Reactivación del virus de Ebstein-Barr 
Disfunción primaria del injerto Reflujo gastroesofágico 
 Donante mayor 
 Neumonía 
 Tiempo de isquemia prolongado 




2.1 Mecanismos inmunológicos 	  
• Rechazo agudo (RA) grado A2 o mayor y bronquiolitis linfocítica 	  
 El rechazo agudo se considera uno de los principales factores de riesgo 
independientes para el desarrollo de BOS (158-167). Tanto la recurrencia de los 
episodios de RA como la severidad del episodio y el tiempo trascurrido desde el 
trasplante se han correlacionado con un riesgo aumentado de BOS (160, 162, 166, 
167). En un estudio publicado en 2005 (168), incluso tener un episodio aislado y 
autolimitado de RA se asocia significativamente con el desarrollo de rechazo crónico. 
La bronquiolitis linfocitíca (rechazo agudo grado B) también se ha identificado como 
factor de riesgo para el desarrollo de BOS (169, 170). 
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• Discordancia en los antígenos HLA 	  
 Las diferencias entre los HLA del donante y del receptor, tanto en del tipo I 
como los del tipo II, constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de BOS. 
Concretamente se han descrito discordancias en los HLA-A (tipo I), -B (tipo I), y -DR7 
(tipo II) (171, 172). El mecanismo es un reconocimiento indirecto por parte de los 
linfocitos CD4+ de las moléculas derivadas de los HLA discordantes expuestas por las 
células presentadoras de antígenos (APC, en sus siglas en inglés) del receptor. 
Parece que estos linfocitos CD4+ están mucho más sensibilizados contra las 
discordancias de las moléculas HLA en pacientes que desarrollan BOS que en los que 
no lo hacen (173-175). 
 
• Inmunidad humoral 	  
 El desarrollo de anticuerpos frente a las moléculas de HLA del donante también 
tiene un importante papel en la patogénesis de la BOS (176). De hecho, la producción 
de anticuerpos (Ac) frente a moléculas de HLA tipo I se ha asociado tanto a desarrollo 
precoz de BOS como a una menor supervivencia del paciente (177-179). Los Ac frente 
a moléculas de HLA tipo II aunque también participan, tienen un papel aún por 
concretar (179). Se han descrito, además, otras vías por las cuales estos auto-Ac 
pueden contribuir a la BOS. Parece que son capaces de inducir en el endotelio 
pulmonar la producción de factores fibroproliferativos, como el factor de crecimiento 
derivado de las plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés) que promueve el 
crecimiento fibroblástico (180). 
 Pero también han sido implicados en el desarrollo de la BOS otro tipo de 
autoanticuerpos independientes de las moléculas de HLA del donante. Tras la lesión 
de isquemia y reperfusión que sufre el injerto pulmonar se exponen ciertos epítopos de 
la molécula de colágeno tipo V degradada, los cuales son capaces de inducir la 
activación de la autoinmunidad en modelos animales de BO (181) y en muestras de 
trasplantes en humanos (182). De hecho, se ha demostrado que un subgrupo de 
linfocitos CD4+, los linfocitos Th 17, están sensibilizados contra el colágeno tipo V 
(183). También se han identificado anticuerpos frente a antígenos (Ag) directos del 
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epitelio pulmonar, como los Ac anti-K_1 tubulina, que son capaces de estimular el 
proceso fibroproliferativo (184). 
 
2.2. Mecanismos independientes de la aloinmunidad 	  
En cuanto a estos mecanismos, descritos más abajo, existen diferentes teorías 
sobre cómo participan en el desarrollo de la BOS. Parece que estas lesiones, al 
afectar al endotelio pulmonar (disfunción primaria del injerto, infección por CMV y 
reflujo gastroesofágico principalmente) ponen en marcha ciertas “alarmas” actuando 
como señales de peligro. Teóricamente esto activaría procesos, entre los que está 
implicada la inmunidad innata, en los que las células presentadoras de antígenos 
activan a poblaciones de linfocitos T que también se encargan de los mecanismos 
aloinmunes. Así, la inmunidad innata contribuye a acelerar los procesos alorreactivos 
que participan en el desarrollo de la BOS (185).  
 Por otro lado, últimamente se han descrito correlaciones significativas entre 
BOS con infiltración neutrofílica de la vía aérea y niveles aumentados de IL-8 en el 
lavado bronquioalveolar (BAL). Esta citoquina ejerce un potente efecto quimiotáctico 
sobre los neutrófilos y se libera en el epitelio respiratorio y de la vía aérea en respuesta 
a múltiples estímulos. Uno de estos estímulos es la activación de la inmunidad 
adaptativa, en cuyo proceso se secreta la citoquina IL-17 por parte de los linfocitos Th-
17 antes mencionados (186). Otros estímulos que provocan neutrofilia son los 
infecciosos y la aspiración ácida. El daño que causan estos neutrófilos sobre el epitelio 
de la vía aérea es independiente de los mecanismos inmunes y obedece más bien a la 
sobreproducción de mieloperoxidasas. 
 
• Disfunción Primaria del Injerto (DPI) 	  
El daño de isquemia-reperfusión tras el trasplante pulmonar, o DPI, se 
considera un factor de riesgo independiente para el desarrollo de BOS (187-189). Es 
más, la severidad de la DPI se correlaciona directamente con el riesgo de aparición de 
BOS (190) y con una menor supervivencia postrasplante. 
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• Infección por virus 	  
 Es conocido que el citomegalovirus (CMV) puede promover episodios de RA 
por varias vías, estimulando la sobreexpresión tanto de antígenos HLA I y II del epitelio 
respiratorio y del endotelio vascular, como de citoquinas proinflamatorias y de la 
respuesta aloinmune (191). La relación entre la infección y/o enfermedad por CMV y el 
desarrollo de BOS sigue siendo un punto controvertido. 
 Existen estudios que describen la infección por CMV (particularmente la 
neumonitis por CMV) y la discordancia de riesgo en la serología frente al CMV 
(donante con serología positiva para CMV y receptor con serología negativa: D+/R-) 
como un potencial factor de riesgo en el desarrollo de BOS (158, 161, 192-194). 
Incluso el registro del año 2014 de la ISHLT encuentra una asociación significativa 
entre la discordancia D+/R- y la mortalidad a 1 y 5 años (131) [Figura 3]. Los propios 
autores reconocen que las razones subyacentes no están claras pero que éstas 
pueden incluir efectos inmunogénicos o fibróticos de la activación del virus en el injerto 
pulmonar. 
 Otros estudios, sin embargo, no encuentran esa asociación, o lo hacen 
marginalmente (195). Concretamente un estudio de 2004 (196) demuestra que las 
neumonías por CMV tratadas correctamente con ganciclovir no representan un factor 
de riesgo para el desarrollo de BOS, del mismo modo que tampoco lo es la 
discordancia de riesgo D+/R-. Una de las explicaciones que este trabajo aporta a las 
frecuentes asociaciones encontradas en los otras publicaciones entre infección por 
CMV y BOS, es que el aumento de la inmunosupresión por el diagnóstico de BOS 
provoca la reactivación del virus o la reinfección. 
También se han descrito posibles asociaciones entre BOS e infecciones por virus 
Ebstein Barr y virus herpes 6, aunque con resultados poco concluyentes (197, 198).  
 
• Reflujo Gastroesofágico (RGE) 
 
 Son varios los estudios que ponen en evidencia la participación del RGE en el 
desarrollo de BOS. En algunos de ellos se han detectado la presencia de ácidos 
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biliares y pepsina en el BAL y se ha correlacionado con la presencia de BOS (199). Un 
estudio de 2005 del grupo de Toronto asocia una elevación en los niveles de bilis en el 
BAL con una disminución en el tiempo libre de BOS de los enfermos trasplantados 
(200). 
 Se ha demostrado también que el tratamiento del RGE mediante funduplicatura 
gástrica aumenta el tiempo libre de BOS y mejora la supervivencia (201, 202). 
 
 
• Otros factores 
 
 Las neumonías por bacilos Gram positivos, negativos y por hongos se han 
descrito también como un factor de riesgo independiente (203).  
 Otro factor de riesgo para el desarrollo de BOS es la discordancia en la 
serología (D+/R-) para Chlamydia pneumoniae (204). En estos enfermos, la BOS 
parece sobrevenir antes en el postrasplante. La colonización por Aspergillus fumigatus 
también se ha asociado con mayor incidencia de BOS (205). 
 Por otro lado, el trasplante bilateral parece ser un factor protector para la 
aparición de BOS con respecto al unipulmonar (206). 
 
 
3. Diagnóstico de BOS 
 
En el siguiente algoritmo se detalla el proceso diagnóstico propuesto por las 
guías de práctica clínica editadas por diferentes sociedades científicas  (ISHLT, ATS     
-American Thoracic Society-,  y ERS -European Respiratory Society-) [Figura 3]. 
Cuando en un paciente se detecta un descenso significativo en el FEV1 se 
debe hacer una evaluación de la situación clínica con la intención de descartar las 
posibles causas de disfunción del injerto. Las pruebas de función respiratoria 
confirmarán el descenso del FEV1 o de los flujos mesoespiratorios (Tabla 2); hay que 
tener en cuenta que un patrón restrictivo en el estudio de la función pulmonar es 
compatible con RAS. El TAC de alta resolución puede evidenciar atrapamiento aéreo y 
bronquiolitis, lo cual apoyaría la sospecha clínica de BOS. La fibrobroncoscopia puede 
descartar otras causas de patrón obstructivo, como por ejemplo una estenosis de la 
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vía aérea. Si a un patrón obstructivo en la espirometría se añaden lesiones 









EF: Exploración física. FB: fibrobroncoscopia. BAL: lavado broncoalveolar. BTB: biopsia 
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4. Prevención y tratamiento 
 
 Como decíamos previamente, se desconocen los mecanismos fisiopatológicos 
últimos que subyacen al desarrollo de la BOS, por lo que las opciones de un 
tratamiento eficaz son reducidas y conlleva que el manejo diste mucho de estar 
estandarizado. 
Las estrategias de prevención de BOS, por contra, son las que con más 
probabilidad pueden tener un impacto favorable en la morbilidad y mortalidad a medio-
largo plazo en el trasplante pulmonar.  
La prevención comienza actuando agresivamente sobre los factores de riesgo 
del rechazo crónico. Reducir el tiempo de isquemia fría de los injertos, minimizar las 
transfusiones, la aparición de DPI, usar una correcta profilaxis antiinfecciosa y vigilar la 
aparición de RGE son importantes medidas a tener en cuenta. Por otra lado, 
monitorizar la función pulmonar con el FEV1 y el FEF 25-75, las pruebas de imagen y 
las broncoscopias con lavado broncoalveolar (BAL) son imprescindibles en el 
seguimiento postrasplante para detectar los signos de BOS lo antes posible.  
Las terapias de inducción con antagonistas del receptor de interleucina 2 como 
el  daclizumab o el basiliximab (207), con timoglobulina (208)  o con alemtuzumab 
(209) han demostrado menores tasas de episodios de rechazo agudo, por lo que estos 
fármacos pueden tener un papel en la prevención del desarrollo de  BOS. Por otro 
lado, este último fármaco, alemtuzumab, se ha usado como tratamiento en un grupo 
de pacientes con BOS consiguiéndose estabilización de la función pulmonar (210). 
 Se ha descrito menor incidencia y estabilización de la BOS con el uso de 
tacrolimus en lugar de ciclosporina, y de micofenolato mofetil en vez de azatioprina en 
distintas series de casos (211-213), sin embargo este planteamiento no es compartido 
de forma uniforme en todos los grupos (214).   
 La incorporación de sirolimus (rapamicina) y otros semejantes (everolimus) a la 
terapia en pacientes con BOS ha demostrado ser efectiva estabilizando la función 
pulmonar (215, 216). Igualmente se ha publicado que el cambio del tratamiento con 
agentes inhibidores de la calcineurina (ciclosporina y tacrolimus) por MMF y sirolimus 
es capaz de detener el progreso de la BOS (217). Por otro lado, estos fármacos 
pueden tener un papel importante en la prevención. De hecho, en un ensayo clínico 
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multicéntrico y aleatorizado realizado en 223 pacientes libres de BOS, se relacionó el 
uso de everolimus en pauta de mantenimiento con una menor incidencia de RA a los 
12 y 24 meses del trasplante, al comparar con pacientes en los que se usó azatioprina. 
No obstante, también en este estudio, se describió una mayor tasa global de 
infecciones (218). 
La administración de ciclosporina en aerosol ha demostrado mejorar la 
supervivencia, el periodo libre de BOS y la función pulmonar en los primeros 2 años 
postrasplante en una serie de pacientes (219, 220). Incluso se ha comunicado un caso 
de BOS en el que el tacrolimus en aerosol consiguió mejorar la función respiratoria y la 
oxigenación (221).  
 
 La azitromicina es un antibiótico de la familia de los macrólidos que se 
encuentra también dentro del arsenal terapéutico usado en la BOS. Su efecto es 
debido a la acción inmunomoduladora y antiinflamatoria más que a su naturaleza 
antibiótica. Ha demostrado reducir la neutrofilia y los niveles de IL-8 en el BAL en los 
pacientes con BOS (222). De hecho, la recuperación de la función pulmonar en 
respuesta al tratamiento con azitromicina define un grupo de pacientes en sí mismo 
(NRAD). Algún estudio también ha publicado mejoras en el FEV1 con este tratamiento 
(150) e incluso mejoría en la supervivencia de los pacientes con BOS (223). Como 
estrategia preventiva, en 2011 se publicó un ensayo clínico en el que se observó que 
la administración precoz de azitromicina en pacientes trasplantados parece disminuir 
la incidencia de aparición de BOS (151). 
 
Las estatinas, que tienen propiedades inmunomoduladoras, también son 
utilizdas, habiendo demostrado reducir el riesgo de BOS en los pacientes 
trasplantados (224). 
 
 La fotoforesis es un tratamiento que se usa en algunas patologías inflamatorias 
linfocito T dependientes. Esta técnica también ha reportado beneficios en pacientes 
con BOS, haciendo más lenta la caída del FEV1 a lo largo del tiempo tras el 
diagnóstico de BOS (225, 226). 
 Como detallábamos anteriormente, la cirugía antirreflujo puede tener un papel 
importante en la prevención y tratamiento de los pacientes que desarrollan BOS (201, 
202).  
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 Retrasplante. El retrasplante se considera la última medida terapéutica en los 
pacientes con BOS. Sin embargo, sigue siendo uno de los puntos más discutidos y 
controvertidos por motivos éticos y prácticos. Se le concede a un paciente una 
segunda oportunidad en detrimento de otros en lista de espera que aún no han 
recibido su órgano, y la supervivencia del retrasplante dista aún de ser comparable a la 
esperada tras una primera intervención en la mayoría de los centros transplantadores. 
En un trabajo retrospectivo en el que se analizan 205 pacientes retrasplantados entre 
2001 y 2006, la supervivencia a 1, 3 y 5 años es de 62%, 49% y 45% respectivamente 
(227). Otros estudios recientes (2003-2008) aportan una supervivencia a 1 y 5 años 
postrasplante de 60-75% y 44-62% respectivamente (228-233). No obstante, la 
indicación del retrasplante debe ser una decisión individualizada poniendo en la 
balanza los riesgos de mortalidad en el procedimiento frente a la eventual 
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5. Modelos animales de BOS. 
 
Los modelos animales de BOS tratan de imitar la situación clínica que se 
produce en los pacientes que desarrollan esta complicación. Existen varios modelos 
que lo consiguen, aunque cada uno tiene sus ventajas e inconvenientes. A 
continuación se exponen los más representativos en la literatura. 
 
• Trasplante pulmonar ortotópico en ratas 	  
 Este modelo se caracteriza por aportar vascularización al injerto y continuidad 
en la vía aérea del receptor y del donante. Sin embargo, es un procedimiento 
técnicamente complejo y que requiere de cuidados extra del animal para que sobreviva 
el tiempo suficiente para desarrollar BOS. Por ello se emplea en estudios de lesiones 
agudas por isquemia-reperfusión, de daño pulmonar del injerto y para analizar 
cuestiones inmunológicas (234-237). Sin embargo, hay grupos que ya lo han 
establecido como modelo de BOS (238). 
 
• Trasplante pulmonar ortotópico en animales grandes 	  
 El trasplante experimental en cerdos o perros se usa más como modelo 
preclínico para adquirir experiencia técnica que para el estudio de la BOS (239). 
Mantener vivos estos animales hasta que desarrollen BOS con la inmunosupresión 
adecuada y con el tratamiento antibiótico preciso resulta muy costoso. No obstante, 
algunos grupos han publicado sus trabajos sobre rechazo crónico en cerdos pequeños 
(240). 
 
• Trasplante de tráquea heterotópico en ratas 	  
 Este modelo consiste en tomar un segmento de tráquea de un individuo e 
implantarlo en el tejido subcutáneo de otra rata (241), en el epiplón (242) o en el 
parénquima pulmonar (243, 244). En los dos primeros casos, se trata de un 
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procedimiento técnicamente sencillo y reproducible que facilita cambios 
inmunopatológicos sobre el injerto en un periodo corto de tiempo. Sus usos más 
comunes son los estudios inmunológicos, estudios sobre regeneración del epitelio, 
sobre remodelación tisular, fibrosis y angiogénesis (245). 
 Las limitaciones del modelo radican en que el injerto no está vascularizado y 
está fuera del “ambiente” del tejido pulmonar, por lo que está exento del daño agudo 
de isquemia-reperfusión y del contacto con el exterior a través de la vía aérea. 
 Trasplante de tráquea intrapulmonar en la rata. Este tipo de trasplante ofrece la 
ventaja, frente a los otros modelos heterotópicos, de proporcionar al injerto un 
ambiente más apropiado y cercano a la realidad del trasplante, en contacto con el 
exterior a través de la vía aérea del receptor y rodeado de tejido pulmonar (243). Sin 
embargo, no es un injerto vascularizado y además es necesario un segmento grande 
de vía aérea para reproducir los resultados, mientras que las lesiones de BOS en la 
clínica se producen en la vía aérea pequeña. Este modelo se usa fundamentalmente 
para estudiar respuestas inmunológicas, angiogénesis y cambios fibroproliferativos y 
de remodelación tisular (244, 246). 
 En nuestro caso, hemos seleccionado el modelo basado en el trasplante 
traqueal heterotópico con implantación intrapulmonar porque aúna las ventajas de ser 
técnicamente sencillo, reproducir la histología de la BOS clínica a corto plazo, y 
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2 HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 
 Hasta el momento, ningún tratamiento ha demostrado ser efectivo en los 
pacientes que desarrollan un rechazo crónico tras el trasplante pulmonar, 
manteniéndose esta complicación como la principal causa de mortalidad postrasplante 
a medio y largo plazo. 
 Por otro lado, las células madre mesenquimales han demostrado su capacidad 
de influir en procesos de reparación y regeneración tisular. 
 Nuestra hipótesis es que la células madre mesenquimales derivadas de médula 
ósea pueden tener un papel en la prevención del desarrollo de la BOS en un modelo 

































































































1. Reproducir un modelo animal de rechazo crónico en el trasplante de pulmón. 
 
2. Estudiar el efecto que tienen las células madre mesenquimales derivadas de 
médula ósea sobre el proceso de desarrollo del rechazo crónico en un modelo animal.  
 
3. Determinar cuál es la mejor vía de aplicación de las células madre 
mesenquimales para prevenir el desarrollo de rechazo crónico. 
 
4. Detectar dichas células en el órgano diana (pulmón) y en la zona problema 
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4 MATERIAL Y MÉTODOS 
 
4.1. Consideraciones iniciales 
 
4.1.1. Desarrollo del modelo animal de BOS: diseño y resultados 	  
 El modelo se planteó haciendo dos grupos, uno en el que donante y receptor 
eran de la misma especie de rata (Wistar) (WW) (trasplante con isoinjerto), y otro en el 
que el donante era de la especie Lewis y el receptor de la especie Wistar (LW) 
(trasplante con aloinjerto). Cada grupo se dividió en 4 subgrupos de 3 animales cada 
uno en función del tiempo hasta la eutanasia (a los 7, 14, 21 y 28 días 
respectivamente) (247). 
 Todos los animales eran machos. Las ratas Lewis tenían un peso medio de 170 
± 10 g (rango, 160-180 g) y las Wistar  de 200 ± 10 g (rango, 190-210 g). Los animales 
tuvieron un tiempo de aclimatación de al menos 7 días antes del procedimiento 
experimental y su manejo fue acorde con las guías publicadas al respecto (Cuidado y 
Uso de los Animales de Laboratorio contenidas en el Real Decreto 1201/2005) (248). 
El comité de uso de animales de laboratorio de nuestro centro aprobó el estudio. 
 Técnica quirúrgica. Para obtener los injertos de tráquea, las ratas donantes se 
eutanasiaron con sevofluorano (Sevorane®; Abbott Laboratories, S.A., Madrid) al 8% 
en una cámara de inducción.  La tráquea completa, desde la laringe hasta la carina 
principal, se extrajo y se dividió en 6-8 segmentos (2-3 anillos por segmento). 
 Las ratas receptoras se anestesiaron usando inicialmente sevofluorano al 8% 
en la misma cámara de inducción. La intubación se realizó con un catéter intravascular 
de 16 GA (Abbott Ireland, Sligo, Ireland) y se ventilaron con una fracción inspirada de 
oxígeno de 1, una relación inspiración-espiración de 1:2, una presión plateau de 15-20 
cm de agua, y a una frecuencia de 30 respiraciones por minuto. Los sujetos receptores 
también recibieron, como analgesia intraoperatoria, morfina subcutánea (dosis 1 
mg/kg) (Braun Medical S.A., Barcelona). 
 Se realizó una toracotomía izquierda por 6º espacio intercostal. El segmento de 
tráquea donante se colocó dentro de la luz de un catéter vascular de 10 GA (Abbott 
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Ireland, Sligo, Ireland) y se introdujo en el lóbulo inferior izquierdo del receptor (Figuras 
4 y 5).  
  Figura 4. Posición de la rata. 
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Tras ello, se cerró el orificio de inserción del injerto con un punto en “x”  con 
monofilamento irreabsorbible de 6/0 (Surgipro®, Tyco Healthcare Group L.P., Norwalk, 
USA)  y se dejó un catéter vascular de 18 GA (Abbott Ireland, Sligo, Ireland) 
intrapleural hasta el momento de la extubación del animal.  
 Eutanasia. Los sujetos fueron anestesiados, intubados y ventilados de la 
misma forma descrita en el apartado anterior. 
 Se realizó una esternotomía media, extirpando el peto esternocostal para tener 
una correcta exposición del corazón y grandes vasos. Tras ello, se eutanasió al sujeto 
con una inyección intracardiaca de 5 ml de cloruro potásico (UCB Pharma, SA, 
Barcelona, Spain). Se identificó el tronco de la arteria pulmonar a través del cual se 
inyectó tinta verde. Posteriormente se inyectó tinta negra a través de la aorta 
descendente de forma retrógrada una vez ligados los troncos supraaórticos y la raíz 
aórtica para facilitar la salida del tinte por las arterias bronquiales.  
 Tras este proceso se extrae el segmento traqueal para su fijación en 
formaldehido durante 24 horas.  
 Anatomía patológica. Para el análisis histológico, las muestras se incluyeron en 
parafina y se hicieron secciones seriadas procurando una orientación transversal. Las 
seriaciones (al menos 15 secciones de 14 micras profundizando cada 10 micras) se 
tiñeron con hematoxilina-eosina y se visualizaron al microscopio óptico convencional.  
 Las variables analizadas fueron: obliteración de la luz traqueal (grado 0: no 
obliteración; grado 1: obliteración del 0 al 25% de luz; grado 2: obliteración del 25 al 
50%; grado 3: obliteración del 50 al 75%; grado 4: obliteración del 75 al 100%), 
histología definida en 5 patrones (Figura 3), inflamación (0: nula o leve, 1: moderada o 
2: severa), fibrosis (0: nula o leve, 1: moderada o 2: severa), neovascularización (0: 
nulo o pocos vasos de calibre visible y endotelio, 1: presencia moderada de vasos de 
calibre visible y endotelio, 2: presencia importante de vasos de calibre visible y 
endotelio), edema (0: nulo o leve, 1: parcheado y 2: difuso), presencia de granulomas 
de cuerpo extraño, tipo de tinta (verde/negra) y su localización (intra/extravascular). 
El análisis de las muestras estaba enmascarado y el anatomo-patólogo no 
conocía de qué subgrupo procedía cada individuo. El análisis de los datos cualitativos 
se realizó mediante el test exacto de Fischer. Se utilizó el coeficiente de correlación de 
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Spearman (no paramétrico) para relacionar variables continuas. Para todas las 
pruebas se aceptó un nivel de significación ≤0,05 en contraste bilateral. El análisis de 
los datos se realizó mediante el programa estadístico SPSS v14.0. 
 
Figura 6. Patrones histológicos. 
 
a) patrón 0, ausencia de lesión (LL 14.3x26; HEx100). 
b) patrón 1, presencia de inflamación aguda (IA): proceso obliterativo o no, constituido 
predominantemente por celularidad inflamatoria de tipo polimorfonuclear neutrófilo, aunque 
también pueden asociarse macrófagos, linfocitos y células plasmáticas (LW 7.3x32.2; HEx100). 
c) patrón 2, tejido de granulación (TG): proceso obliterativo o no, constituido 
predominantemente por un estroma muy edematoso que contiene gran cantidad de vasos 
capilares “neoformados” y celularidad inflamatoria de tipo mixto, aunque este es menor que en 
el patrón de inflamación aguda (LW 7.2x31; HEx40). 
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d) patrón 3, fibrosis laxa (FL): proceso obliterativo o no, constituido predominantemente por un 
tejido fibroso prácticamente sin inflamación en el que todavía quedan vasos, aunque en menor 
número que en el tejido de granulación (LW 14.1x27.3; HEx40). 
e) patrón 4, fibrosis densa (FD): proceso obliterativo o no, constituido predominantemente por 
un tejido fibroso muy colagenizado y sin apenas vasos (LW 21.1x109; HEx25). 
f) patrón 4 (LW 21.1x109; HEx200). 
g) espectro de lesión, de TG a áreas de fibrosis (LW 21.2x110; HEx25).  
 
Resultados. Ninguno de los animales falleció durante el procedimiento ni el 
postoperatorio. Durante la eutanasia no se observó ningún signo de infección en la 
herida ni en la cavidad pleural. No se observaron adherencias pleurales. 
 En el grupo de isoinjertos (Wistar-Wistar), se observó una gradación temporal 
en la aparición de fibrosis, objetivándose a los 21 y 28 días postimplante. La histología 
fue TG a los 21 días y FL a los 28 días. La IA, con destrucción del epitelio, se observó 
a los 7 y 21 días. El patrón histológico general de la muestra es de IA a los 7 días, 
indeterminado a los 14 días, TG a los 21 y FL a los 28 días. 
 En el grupo de aloinjertos (Lewis-Wistar) se observa una obliteración en todos 
los individuos, siendo total en 7 de 12 individuos. Se identificó fibrosis en todos los 
subgrupos excepto a los 7 días. La IA aparece solamente a los 7 días; a los 14 días es 
una FL y a los 21 días es FD, sin observarse cambios a los 28 días con respecto al 
subgrupo de 21 días. El patrón histológico general de la muestra es de progresión 
hacia la fibrosis franca, con inflamación aguda y tejido de granulación, pero sin 
obliteración de la luz a los 7 días; tejido de granulación y fibrosis laxa que oblitera la 
luz a los 14 días; y fibrosis franca que ocupa la luz traqueal a los 21 y 28 días. Ver 
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Tabla 4. Resultados de las variables histológicas estudiadas. 
 
INDIVIDUO OBLITERADO HISTOLOGÍA PATRÓN 
GRANULOMAS CUERPO 
EXT. 
WW 7.1 2 IA 1 NO 
WW 7.2 2 IA 1 NO 
WW 7.3 4 IA 1 NO 
WW 14.1 0 NO 0 SÍ 
WW 14.2 0 NO 0 SÍ 
WW 14.3 0 NO 0 SÍ 
WW 21.1 0 NO 0 NO 
WW 21.2 3 TG 2 SÍ 
WW 21.3 0 TG 2 SÍ 
WW 28.1 4 TG 2 NO 
WW 28.2 3 FL 3 NO 
WW 28.3 4 FL 3 NO 
     
LW 7.1 3 IA -> TG 1 NO 
LW 7.2 4 TG 2 SÍ 
LW 7.3 3 IA 1 NO 
LW 14.1 4 TG->FL 2 SÍ 
LW 14.2 3 TG->FL 2 NO 
LW 14.3 3 FL->FD 3 SÍ 
LW 21.1 4 FD 4 NO 
LW 21.2 4 FD 4 SÍ 
LW 21.3 4 FL->FD 3 SÍ 
LW 28.1 4 FL->FD 3 SÍ 
LW 28.2 3 FL 3 SÍ 
LW 28.3 4 FL/TG 3 NO 
WW= Wistar-Wistar; LW=Lewis-Wistar; IA: Inflamación Aguda; TG=Tejido de Granulación; 
FL=Fibrosis Laxa; FD: Fibrosis Densa 
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 Comparando los resultados de los dos grupos en cuanto al grado de 
obliteración del segmento traqueal (grados de 0 a 4), se observa que los individuos del 
grupo LW presentan una mediana de 4, mientras que en los individuos WW es de 3. 
En el grupo del aloinjerto (LW) se observa un grado de obliteración 3 ó 4 (rango 50-
100% de obliteración) en todos los individuos, siendo de grado 4 en 7 de 12 casos. En 
el grupo WW únicamente 7 individuos presentan obliteración de la luz del segmento 
traqueal (grados 2 a 4), y en 5 casos no se observa obliteración. Estas diferencias 
fueron estadísticamente significativas (p 0.010). 
 Excluidos  los animales que fueron eutanasiados a los 7 días, se observa que 
el 77,8% de los Lewis-Wistar presenta patrones histológicos 3 y 4 (fibrosis laxa y/o 
densa) frente al 22,2% de los individuos Wistar-Wistar (p=0.057). 
 En el estudio de correlación entre el tiempo y el patrón que se objetiva en la 
preparación histológica, se obtiene un coeficiente de correlación (Rho de Spearman) 
de 0.62 (p=0.033) en el grupo Wistar-Wistar, y un coeficiente de 0.75 (p=0.005) en el 
grupo Lewis-Wistar.  
 El tinte verde se objetiva en ambos grupos desde fases precoces de la lesión  
en estructuras vasculares, predominantemente en el tejido de granulación, y en los 
capilares alveolares peri-injerto, y se identifica con más dificultad conforme la 
histología avanza hacia la fibrosis franca. El tinte negro no se objetiva intravascular en 
ninguno de los casos. 
 En resumen, el modelo animal de BOS se obtuvo de los implantes de segmento 
traqueal de una rata Lewis dentro del parénquima pulmonar de una rata Wistar con 
eutanasia a los 21 días (LW21). La aplicación de tintes de diferentes colores por vía 
sistémica y pulmonar nos ayudó a decidir cuál era la mejor vía de aplicación de células 
madre mesenquimales. Al encontrar el tinte verde (arteria pulmonar) en la 
neovascularización del injerto, se decidió que ésta sería una de las vías de aplicación. 
 El número de individuos del subgrupo LW21 se amplió a 5 para poder 
establecer comparaciones con los subgrupos que recibieron células madre por 
diferentes vías (ver siguiente apartado). 
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4.1.2. Trasplante de células madre mesenquimales sobre el modelo animal de BOS 	  
 Se han utilizado 45 ratas Wistar hembra (Harlan Interfauna Ibérica SL, 
Barcelona, España), de 200 ± 10 g (190–210 g) de peso y 3 meses de edad. Además, 
se usaron 6 ratas Lewis como donantes con un peso medio de 170 ± 10 g (rango, 160-
180 g). 
 Las 45 ratas receptoras se dividieron en 3 grupos de 15. A todas ellas se les 
implantó un segmento traqueal de 2-3 cartílagos de longitud obtenido de las ratas 
Lewis a las que se les extrae previamente la tráquea completa (tal y como se describe 
en la descripción del modelo, en el apartado anterior). Cada uno de los individuos de 
estos grupos recibirá un trasplante de células madre mesenquimales (CMM) a 
diferentes tiempos y por diferentes vías de administración (Figura 7).  
 De esta forma obtenemos 3 grupos de ratas dependiendo del tiempo de 
trasplante de CMM: 
- G0: trasplante de CMM a tiempo 0 (es decir el mismo día en que se implanta el 
segmento traqueal). 15 individuos. 
- G7: a tiempo 7 (a los 7 días del implante del segmento traqueal). 15 individuos. 
- G14: a tiempo 14 (a los 14 días del implante). 15 individuos. 
 A su vez, cada grupo se divide en 3 subgrupos dependiendo de la vía de 
administración de las CMM: 
- Vía Intraparenquimatosa (P), 5 ejemplares/subgrupo. 
- Vía intratraqueal (T), 5 ejemplares/subgrupo. 
- Vía intravascular (V), 5 ejemplares/subgrupo. 
 Todas las ratas se sacrificaron a los 21 días, de acuerdo al modelo de BOS que 
hemos reproducido en nuestro laboratorio (ver apartado 1.1) 
 Los animales fueron estabulados en cajas de Plexiglas, sobre un lecho de 
virutas de madera, con acceso libre a comida y agua. Las condiciones ambientales en 
las que se mantuvieron fueron constantes, con una temperatura ambiente de 20ºC ± 2º 
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y una humedad relativa del 50-70%, alternando 12 horas de luz con 12 horas de 
oscuridad. El tiempo de aclimatación de los animales fue de al menos 7 días y fueron 
manejados con arreglo a las guías para el Cuidado y Uso de los Animales de 
Laboratorio (Real Decreto 1201/2005, sobre protección de los animales utilizados para 
experimentación y otros fines científicos (248). 
 El proyecto fue aceptado por el Comité para el Cuidado de Animales del 
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Figura 7. Esquema explicativo del estudio. 
 
 
Tx CMM: Trasplante de células madre mesenquimales; P: Vía intrapulmonar; T: Vía 
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4.2 Extracción de células madre mesenquimales (CMM) de la médula ósea de rata 	  
A continuación se detalla el material, equipos de laboratorio, y los medios de cultivo 
utilizados: 
• MATERIAL: 
- Material quirúrgico estéril  
- Agujas de 20 G (BD Eclipse Needle 256 Lakes, USA) 
- Agujas de 25 G (BD Eclipse Needle 256 Lakes, USA) 
- Jeringuillas de 1 ml (BD Discardit II, Huesca, España) 
- Jeringuillas de 2 ml (BD Discardit II, Huesca, España) 
- Solución antiséptica: Hibimax 5% Clorhexidine (Regent Medical, Burnaby 
Canada) y curadona (Lainco, S.A. Barcelona, España) 
- Cloruro potásico (Braun Vetcare, Alemania) 
- Micropipetas de 2-20 µl, 20-200 µl y 100-1000 µl (Eppendorf Research, 
España) 
- Puntas para micropipetas de 2-20 µl, 20-200 µl y 100-1000 µl (Daslab, Nirco, 
Barcelona, España) 
- Tubos de 2 ml (Eppendorf Research, España)  
- Cámara de Neubauer (Brand, Alemania) 
- Tubos de 50cc  estériles (Falcon, Madrid, España)   
- Azul tripán al 0,4% (Sigma aldrich, Madrid, España) 
- Pipetas serológicas de 5, 10, 25 cc (Daslab, Nirco, Barcelona, España) 
- Medio α-MEM (Gibco BRL Co. Ltd, Grand Island, NY,USA) 
- Malla de naylon de 70 micras (Falcon Madrid, España) 
- Suero Fetal Bobino (Lonza Verviers Sprl, Bruselas, Bélgica) 
- Antibiótico (Lonza Verviers Sprl, Bruselas, Bélgica) 
- Tripsina 0.25%/1mM EDTA (Lonza Verviers Sprl, Bruselas, Bélgica) 
- Glutamina (Lonza Verviers Sprl, Bruselas, Bélgica) 
- Hepes (Lonza Verviers Sprl, Bruselas, Bélgica) 
- Placas p60 estériles (Nunc, Nirco, Madrid, España) 
- Sevofluorano Sevorane (Abbot, laboratorios, Madrid, España) 
- Buffer fosfato salino 10 X (Lonza Verviers Sprl, Bruselas, Bélgica) 
- Pipetas Pasteur de vidrio estériles (Daslab Nirco SL, Barcelona, España) 
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- Cubreobjetos (Menzel-Glaser Braunschuweig, Barcelona, España) 




- Incubador de CO2 Autoflow (Nuaire, Plymouth, USA ) 
- Campana de flujo laminar  (Nuaire, Plymouth, USA) 
- Pipeteador automático (Bibbyjet pro, OSA, UK)  
- Estufa a 37ºC (Memert, Fisher Scientific, España) 
- Microscopio de luz invertida (Euromex Holanda) 
- Centrífuga de sobremesa Hemle Z300K (Fisher scientific, Madrid, España) 
- Microscopio de contraste de fases (Olympus, España) 




• MEDIOS DE CULTIVO: 
1. Medio de cultivo de recolecta 
− Medio α-MEM 
− Suero Fetal bovino al 2.5 % 
− Solución antibiótica al 1,2 % 
 
2. Medio de cultivo de siembra 
− Medio α-MEM 
− L-Glutamina al 2,2 % 
− Solución antibiótica al 1,2 % 
− HEPES al 2,2 % 
- Suero Fetal bovino al 20 % 
 
3. Medio de cultivo de expansión 
− Medio α-MEM 
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− L-Glutamina al 2,2 % 
− Solución antibiótica al 1,2 % 
− HEPES al 2,2 % 
 
Las CMM se extrajeron de la tibia y del fémur de ratas macho Wistar adultas de 
entre 250-300g de peso. Los animales se anestesiaron con sevofluorano (Sevorane®; 
Abbott Laboratories, S.A., Madrid, España) al 8% y un flujo de oxigeno de 5 l/min que  
se mantuvo hasta el final de la extracción de ambas tibias y fémures. Este 
procedimiento se realizó en condiciones estériles, rasurando previamente las 
extremidades y lavándolas a continuación con una solución antiséptica (clorhexidrina 
0.5%). Al finalizar se llevó a cabo la eutanasia mediante la inyección intracardiaca de 5 
ml de cloruro potásico (UCB Pharma, SA, Barcelona, España).  
 Las tibias y los fémures se colocaron en un tubo estéril de 50 cc con 30cc de 
medio de recolecta atemperado a 37ºC. Para llevar a cabo el lavado de las tibias y los 
fémures, éstos se transfirieron a una placa p60 con 4cc de medio de recolecta nuevo 
también atemperado a 37ºC  y que se había colocado dentro de la cabina de flujo 
laminar sobre una placa calefactora que nos asegura el mantenimiento de las 
muestras a esa temperatura. A continuación con una  jeringuilla de 2 cc vacía y una 
aguja de 20G se perforaron las epífisis de todos los huesos (Figura 8) y se lavó el 
interior de los mismos (epífisis y diáfisis), haciendo pasar el medio de cultivo de 
siembra por toda su longitud. La médula ósea se fue recolectando (Figura 9) en esta 
última placa y posteriormente se homogeneizó el medio de cultivo junto con la médula 
ósea con ayuda de una micropipeta. La suspensión celular obtenida se filtró 
haciéndola pasar por una malla de 70 micras para eliminar los restos óseos (Figura 
10) y se resuspendieron las células en un volumen total de  5cc de medio de cultivo de 
siembra.  
 Una muestra de la suspensión celular obtenida se utilizó para llevar a cabo el 
recuento de células y su viabilidad utilizando el test de azul tripán. Para este test se 
recogió una alícuota de 200 µl de la suspensión celular y se añadieron 200 µl de una 
solución de azul de tripán al 0,4%. Ambas se  mezclaron y se cargaron 20 µl de la 
muestra en una cámara de Neubauer para proceder al recuento sobre un microscopio 
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de campo claro (las células no viables estarán teñidas de azul). El recuento final de las 
células se obtuvo mediante la aplicación de la siguiente fórmula: 
N =  (!!!!!!!)!  
• Donde A, B, C y D son el número celular contado en cada una de las 
cuatro cuadrículas que forman la cámara. 
• Donde N es la media del número de células obtenido entre las 4 
cuadrículas. 
Número total de células = 0,N x 106 x factor de dilución con el azul tripán x ml totales 
de muestra. 
 La viabilidad se obtuvo mediante la aplicación de la siguiente fórmula y 
hallando la media de las 4 cuadrículas: 
 
Viabilidad   =     Células viablesCélulas viables + Células no viables 
 
Las células obtenidas se sembraron en frascos de cultivo de 75 cm2  
conteniendo 20 cc de medio de siembra a una concentración de 160.000 células por 
cm2 (Figura 11). Los frascos  se incubaron en la estufa de CO2  al 5%, a 37ºC y 100% 
de humedad. A las 72 horas de la incubación, el sobrenadante conteniendo restos 
celulares y células no adherentes fue eliminado con ayuda de una pipeta serológica, 
de forma que quedaron en el frasco solo las células adherentes. Posteriormente el 
cultivo se lavó al menos dos veces con buffer fosfato salino (PBS, en sus siglas en 
inglés) con un pH de 7.4, estéril y atemperado a 37ºC, añadiendo a continuación 12 cc 
de medio de siembra nuevo. A partir de este momento el medio de cultivo se 
reemplazó cada 48 horas hasta que las células alcanzaron una confluencia 
aproximada del 95%.  El seguimiento del crecimiento celular se llevó a cabo mediante 
la observación de los frascos de cultivo con un microscopio óptico invertido de 
contraste de fases. 
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Una vez que las células alcanzaron la confluencia, se retiró el medio de cultivo 
y se lavaron 2 veces con PBS 1X. Una vez retirado el PBS, se sometieron a una 
incubación con 3 ml de tripsina 0.25%/1mM de ácido de etilendiaminotetraacético 
(EDTA, Lonza Verviers Sprl, Bruselas, Bélgica) durante 4-5 minutos a 37ºC. Tras este 
periodo de incubación se inactivó la tripsina con 6 ml de medio de recolecta y las 
células obtenidas se centrifugaron 2 veces a 1200 revoluciones por minuto (rpm) 
durante 10 minutos. El “pellet” obtenido fue diluido en medio de expansión, se sometió 
a recuento mediante el test de viabilidad de azul tripán y las células madre obtenidas 
se sembraron de nuevo en frascos de cultivos a una concentración de 15.000 
células/cm2 en presencia de medio de cultivo de expansión. 
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Figura 9. Fragmentos de médula ósea en medio de cultivo. 
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4.3 Caracterización de las CMM por citometría de flujo (CMF) 	  
Una vez levantados los cultivos, tal como se indica en el apartado anterior, una 
pequeña muestra de células fue derivada para realizar el correspondiente estudio 
fenotípico. Para el análisis de citometría las células fueron separadas con tripsina y 
marcadas con anticuerpos primarios conjugados con isotiocinato de fluoresceína 
(fluorescein isothiocyanate, FITC, en sus siglas en inglés), ficoeritrin (phycoerythrin, 
PE, en sus siglas en inglés) o Alexa 647.  Los siguientes marcadores de superficie 
celular se utilizaron para caracterizar las células en cada pase: CD11b, CD29, CD31, 
CD45 y CD90 con el apropiado control isotípico conjugado con un fluorocromo (todos 
los anticuerpos de AbD Serotec, Oxford, UK). Cada anticuerpo es específico de 
marcadores en rata. 
Se realizó un protocolo estándar de manejo para marcar las CMM. Se 
resuspendieron 106 células/mililitro en Running Buffer (RB; Miltenyi Biotec GmbH, 
Gladbach, Germany) y se incubaron con el anticuerpo primario (1:10, v/v) durante 15  
minutos a 4ºC. Posteriormente las células se lavaron con RB y se centrifugaron 
durante 7 minutos a 4ºC, el pellet resultante se resuspendió nuevamente en 0.5 mL de 
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RB. Para detectar las células muertas y poder así eliminarlas del estudio se añadieron 
5 µL de Ioduro de propidio (Southernbiotech, Birmingham, AL, USA) en todos los 
experimentos realizados. El análisis de citometría se realizó en un citómetro Cytomics 
FC500 MPL y los resultados obtenidos se analizaron con CFC 500MXP, version 2.2 
(Beckman Coulter Inc.; Miami, FL, USA). 
 Las diferentes poblaciones celulares de los cultivos de CMM fueron 
identificadas basándose en diagramas de tamaño/complejidad (forward/side scatter, 
FSC/SSC, en sus siglas en inglés). Los cultivos de células típicamente mesenquimales 
deben expresar ≥/95% de CD29 y CD90 y deben tener una expresión ≤/5% de CD11b, 
CD45 o CD31. Las colecciones de datos adquiridos se analizaron con el software CXP 
(version 2.1; Beckman Coulter Inc).  
A continuación se detalla la batería de anticuerpos utilizada para la 
cararcterización por citometría de flujo: 
- Isotipo IgG (H) Flourescein isothiocynate (FITC) (AbD Serotec, Oxford, UK) 
- Isotipo IgG1 Phycoerythrin (PE) (AbD Serotec, Oxford, UK) 
- Isotipo IgG1 Alexa 647 (AbD Serotec, Oxford, UK) 
- CD29 FITC (IgG(H) (AbD Serotec, Oxford, UK) 
- CD11b FITC (IgG2a) (AbD Serotec, Oxford, UK) 
- CD49e AL.647 (IgG(H) (AbD Serotec, Oxford, UK) 
- CD90 PE (IgG1) (AbD Serotec, Oxford, UK) 
- CD31 AL.647 (IgG1) (AbD Serotec, Oxford, UK) 
- CD 45 PE (IgG1) (AbD Serotec, Oxford, UK) 
 
 Una vez adquiridas las células, se procedió a su análisis para determinar el 
porcentaje de expresión de los antígenos de superficie de las CMM (Figura 12). 
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Figura 12: Caracterización fenotípica de CMM por CMF. 
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Sólo las CMM que permanecieron menos de 5 semanas en cultivo y con 
características fenotípicas típicas de CMM con una viabilidad mayor de un 95% se 
utilizaron para realizar los diferentes tratamientos (Tabla 5).  
 
Tabla 5. Criterios de selección de las CMM utilizadas para realizar los estudios de 
terapia celular. 
 
       
4.4 Preparación de las CMM para el trasplante 	  
 Una vez que los cultivos han alcanzado una confluencia mayor o igual al 90% y 
habiendo conseguido el número de CMM necesarias se procede a la preparación de 
las células para el trasplante.  
 Las células se levantan de las factorías mediante tripsinización. Para ello 
primero se retira el medio de cultivo de la factoría con una pipeta Pasteur con sistema 
de vacío. Tras 2 lavados con PBS 1x atemperado a 37ºC añadiendo 20 ml con una 
pipeta serológica de 25 ml, se añade a cada factoría de cultivo 28 ml de Tripsina 
0.25%/1mM EDTA, repartiéndose por los dos pisos y se incuba durante 5 minutos a 
37ºC. Tras esta incubación, la tripsina se inactiva con medio α-MEM completo/2,5% 
FBS. Se debe transferir equitativamente la suspensión celular de cada factoría a dos 
tubos cónicos de 50 ml. Después, se someten a centrifugación durante 15 minutos a 
1200 rpm y las células obtenidas son lavadas al menos dos veces con medio α-MEM 
al 2.5%/FBS, centrifugando a 1000 rpm durante 5 minutos cada lavado. Finalmente el 
 CMM 
Tiempo en cultivo ≤ 5 semanas en cultivo 
Características fenotípicas 
Expresión ≥/95%:  CD29 y CD90 
Expresión ≤/5%:  CD11b, CD45 o CD31 
Viabilidad ≥/95% 
	  	  
	   Material	  y	  Métodos	   	  	   	  
65	  
“pellet” obtenido se diluye en suero fisiológico y se realiza un recuento con azul tripán 
en la cámara  de Neubauer, tal y como se describe en el apartado 2. Extracción de 
células madre mesenquimales (CMM) de la médula ósea de rata. 
 Tras ello, y bajo la campana de flujo laminar, las células se colocan en una 
jeringuilla de 1 ml suspendidas en un medio compuesto por plasma rico en plaquetas 
de la propia rata receptora (ver obtención de dicho plasma en el siguiente apartado). 
La concentración y el volumen de la solución que contiene las células dependerán de 
la vía de administración, como se detalla más adelante en el apartado 6. Trasplante de 
células madre mesenquimales. 
 
• Obtención de plasma rico en plaquetas (PRP) 
 El PRP óptimo para ser utilizado de cara a un trasplante es aquél cuyo 
concentrado de plaquetas sea 4 veces mayor que el recuento inicial.  
 Para la obtención del plasma los  animales fueron anestesiados  en el quirófano 
con sevofluorano (Sevorane®; Abbott Laboratories, S.A., Madrid) al 8% con un flujo de 
oxigeno de 5 l/minuto manteniéndose después un flujo de sevofluorano al 2% y 
oxígeno. Tras extraer 500 µl de sangre de la vena de la cola mediante un catéter 
vascular de 24G (Abbott Ireland, Sligo, Irelan) y una jeringuilla de 1ml ambos 
previamente tratados con citrato sódico  para evitar así fenómenos de coagulación 
sanguínea, la sangre se traspasó a un tubo de 2 ml realizando sucesivas 
centrifugaciones para separar  las fracciones sanguíneas de menor a mayor densidad. 
Las muestras se centrifugaron primero a 4100 G durante 15 minutos para separar el 
plasma y los leucocitos de los hematíes sanguíneos. Finalizados los 15 minutos de 
centrifugación mediante micropipeteado, se aspiró de forma progresiva el 
sobrenadante que cubre el sedimento de elementos formes sanguíneos (hematíes) 
trasvasándolo a otro tubo y centrifugándolo a 300 G durante 6 minutos para separar la 
fracción plasmática de los leucocitos. Posteriormente se aspiró de forma progresiva la 
fracción plasmática  y se traspasó a un tercer  tubo que se sometió a una última 
centrifugación a 4600 G durante 15 minutos para obtener un concentrado de 
plaquetas. A continuación, el sobrenadante conteniendo la fracción plasmática  se 
traspasó a un criotubo de 1.8 cc y se sometió a dos ciclos de congelación en nitrógeno 
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líquido/descongelación a 37ºC  para lisar las plaquetas. Posteriormente la muestra se 
centrifugó a 14.000 g durante 20  minutos para eliminar las membranas plaquetarias y 
el producto restante se congeló a -20ºC hasta el día del implante. 
 
 
4.5 Cirugía: implante del segmento traqueal 	  
La cirugía del implante del segmento traqueal se realizó siguiendo las mismas 
pautas y pasos que los descritos en el apartado 1.1: Desarrollo del modelo animal de 
BOS: diseño y resultados; Técnica quirúrgica. 
 
 
4.6 Trasplante de células madre mesenquimales 	  
Las dosis de CMM que se trasplantaron fueron:  
- Vía intrapulmonar (P): 15 millones de células suspendidas en 250 μL de plasma. 
- Vía intratraqueal (T): 7 millones de células suspendidas en 500 μL de plasma. 
- Vía intravascular (V): 1.5 millones de células suspendidas en 300 μL de plasma. 
 
Descripción de la técnica de trasplante: 
• Vía intrapulmonar (P). Para el trasplante de CMM por esta vía se 
procedió a la anestesia e intubación de la rata de la forma descrita en el 
apartado 1.1: Modelo animal de BOS: diseño y resultados; Técnica 
quirúrgica. Tras ello, se realizó una retoracotomía, exponiendo la zona 
de inserción del segmento traqueal señalizada con el punto de sutura 
irreabsorbible con el que se cerró el orificio en el parénquima. Las 
células fueron trasplantadas con aguja subcutánea en la zona 
adyacente a la localización del segmento traqueal implantado (Figura 
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13). La inyección de las células se realizó en 2-3 puntos alrededor de la 
zona diana  en el parénquima. El cierre del tórax se realizó de la misma 
manera descrita en el apartado 1.1 Desarrollo del modelo animal de 
BOS: diseño y resultados; Técnica quirúrgica. 
 El grupo G0 no precisó retoracotomía puesto que ambos 
procedimientos se realizan al mismo tiempo. 
 
 




• Vía intratraqueal (T). Para el trasplante de CMM por esta vía se requirió 
anestesia e intubación de la tráquea de la rata receptora (según la 
técnica descrita en el apartado 1.1: Obtención del modelo animal de 
BOS: diseño y resultados; Técnica quirúrgica.). La rata se colocó en 
decúbito lateral izquierdo, de forma que el pulmón que había recibido el 
implante del segmento traqueal quedase en posición declive. La jeringa 
que contenía las CMM suspendidas se conectó directamente al catéter 
de intubación orotraqueal y se instilaron lentamente (Figura 14). Tras 
ello, la rata se ventiló con el respirador durante varios ciclos para evitar 
la expulsión de las células por el tubo orotraqueal. La desconexión y 
extubación del animal se realizó sin incidencias. 
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• Vía intravenosa (V). El trasplante de CMM por esta vía en el grupo G0 
se realizó con la rata anestesiada e intubada (según la técnica descrita 
en el apartado 1.1: Obtención del modelo animal de BOS: diseño y 
resultados; Técnica quirúrgica.) debido a que todos los procedimientos 
se realizaron al mismo tiempo. En los grupos G7 y G14 no se precisó 
intubación orotraqueal sino anestesia inhalada con sevofluorano al 8%.   
 La rata se colocó en decúbito supino para una correcta 
exposición del cuello. Se realizó una incisión longitudinal al eje del 
cuello, ligeramente lateralizada a la derecha de la línea media. Mediante 
disección roma se localizó la vena yugular en el confluente con la vena 
subclavia a la entrada del tórax. En este punto se realizó la inyección de 
las CMM haciéndolas pasar lentamente para evitar trombos y 
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4.7 Eutanasia y obtención de la muestra 	  
 Para practicar la eutanasia a las ratas se les aplicó anestesia inhalada con 
sevofluorano al 8%, manteniéndose dicha forma de anestesia hasta la exposición del 
corazón. Para ello, se realiza una incisión por debajo del apéndice xifoides, 
accediendo a la cavidad peritoneal. Desde aquí y a través del diafragma se abre el 
pericardio exponiendo el corazón. La eutanasia se realiza mediante inyección 
intracardiaca de  5 ml de cloruro potásico (UCB Pharma, SA, Barcelona, España).  
 Tras comprobar la parada cardiaca se accede al pulmón izquierdo resecando el 
esternón y gran parte de la parrilla costal izquierda, liberando las eventuales 
adherencias pleuroparietales y pleuromediastínicas (Figura 16). Una vez liberado el 
pulmón se localiza el punto de material irreabsorbible donde se implantó el segmento 
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traqueal (Figura 17) y se palpa el pulmón en busca de dicho implante. Mediante 
disección cortante se obtiene la muestra y se conserva en formaldehido al 4% durante 
24 horas (Figura 18). Posteriormente se incluyen en parafina y se realizan los cortes 
para el análisis histológico (2.5 a 4 micras). Serán necesarios al menos 2 cortes de 
una zona representativa de la muestra para tinción con hematoxilina-eosina y otros 2 
para la detección de las células madre mediante hibridación in situ (descrito en 
apartado siguiente). 
 
 Otras muestras.  
- De los animales que recibieron el trasplante de CMM por vía P (intraparenquimatosa) 
se extrajo tejido peri-implante traqueal, el cual se conservó y se procesó de idéntica 
forma al propio segmento traqueal extraído.  
- De todos los animales se extrajo una muestra de pulmón que consistía en un corte 
longitudinal del pulmón izquierdo a nivel hiliar, con la intención de obtener secciones 
de vía aérea y vasculatura principal. Estas muestras se procesaron de igual manera a 
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4.8 Detección de las CMM 	  
 Se empleó la técnica de hibridación in situ para detectar una secuencia 
especifica del gen murino Sry, que se encuentra en el cromosoma Y en una región que 
codifica las proteínas encargadas de los caracteres secundarios sexuales masculinos 
(las células madre mesenquimales fueron obtenidas de individuos macho, mientras 
que todas las ratas receptoras eran hembras). Para ello se utilizó una sonda de ADN 
contra la región Sry del Cromosoma Y murino y que se encuentra marcada en su 
extremo 5’ con biotina. 
 Se tomaron secciones en parafina de entre 3 y 4 micras procedentes del área 
problema, se desparafinaron y deshidrataron con xilol y una serie gradual de alcoholes 
llevándolos hasta el agua. Para evitar los enlaces no específicos de la sonda con  
grupos  amino cargados positivamente por acetilación se sometieron las muestras a 
una incubación de tiocianato sódico a 80°C durante 10 minutos. Posteriormente, las 
muestras se digirieron con solución de proteinasa K (30 μg /ml) (Sigma) durante 15 
minutos a 37°C con la finalidad de abrir poros en la membrana nuclear y aumentar de 
esta forma la accesibilidad de la sonda al ADN. La proteinasa K fue inactivada con 
glicina durante 2 minutos. El exceso de glicina fue eliminado mediante 3 lavados con 
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PBS durante 5 minutos. Después, se fijaron las muestras con paraformaldehído 
durante 2 minutos seguido de 3 lavados de PBS durante 5 minutos. Para evitar 
uniones inespecíficas se bloquearon las muestras en una solución de prehibridación 
(2,5 ml de formamida al 100%, 250 μL de Denhardt’s [Biochemikel Fluka], 500 μL de 
SSC 20x (SSC 20X, BioRad), 20 μL de Salmon Test 10 mgr/ml, 1,730 μL de agua) 
durante 5 horas a temperatura ambiente. A continuación se realizó una incubación de 
la muestra a 50°C toda la noche con una mezcla de hibridación (84 μL de solución de 
prehibridación, 24 μL de Dextrán sulfato al 50% y 12 μL de sonda (2,6 μL por porta de 
400 ng) que contenía la sonda de sADN marcada con digoxigenina.  
 Trascurrido el proceso de hibridación, el exceso de la sonda se eliminó 
mediante tres lavados con formamida al 50% durante 15 minutos a 50°C.  A su vez, el 
exceso de formamida se limpió mediante 3 lavados de SSC 2x de 5 minutos cada uno 
a 50ºC. Posteriormente, para favorecer la accesibilidad de los anticuerpos las 
muestras fueron incubadas con detergente Tween 20 (0,01 ml de Tween 20 al 10%, 20 
ml de SSC 4x) (Sigma Aldrich, Madrid, España) durante 10 minutos a 50ºC. 
 La señal de la sonda fue visualizada mediante inmunohistoquímica 
convencional usando un anticuerpo primario monoclonal Anti-Digoxigenina (1:100, 
Jackson InmunoResearch Laboratories, Inc., Baltimore Pike, USA). Transcurrido ese 
tiempo, las preparaciones se sometieron a tres lavados con PBS durante 15 minutos y 
fueron incubadas con el anticuerpo secundario Anti-mouse conjugado con biotina 
durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuación se incubó la muestra con el 
complejo ABC (avidina biotina conjugado con peroxidada) y posteriormente con DAB 
(diaminobencidina). Después, las muestras se contrastaron con Hematoxilina durante 
5 minutos y se lavaron en H2O durante 10 minutos siendo deshidratadas en una serie 
gradual de alcohol y aclaradas con xilol antes de ser montadas con un medio de 
montaje. Los resultados se visualizaron usando un microscopio  óptico.  
 La sonda biotinilada en algunos cortes fue visualizada a través de 
inmunofluorescencia, usando un anticuerpo primario anti-biotina mouse IgG (1:100, 
Jackson) y un anticuerpo secundario conjugado con Rhodamine (TRICT anti-mouse 
IgG [1:200, Jackson)].  
 Los cortes fueron incubados con diclorhidrato de 4’ 6-diamidino-2-fenilindol 
(DAPI, en sus siglas en inglés  [Merck]) y montados con glicerol. Se realizaron 
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controles negativos donde la sonda no fue añadida a la mezcla de hibridación y 




4.9 Estudio inmunohistoquímico (IHQ) 	  
En aquellas muestras en las que histología no era suficiente para caracterizar 
completamente el tejido, se realizó un estudio inmunohistoquímico sobre una técnica 
de FISH (fluorescent in situ hybridation, hibridación fluorescente in situ, en sus siglas 
en inglés) previa para detectar las CMM. El objetivo era intentar visualizar la posible 
co-localización del gen Sry junto con un anticuerpo primario frente a un marcador 
específico de neumocitos tipo II, la proteína B del surfactante pulmonar.  
El surfactante pulmonar es un complejo lipo-proteico esencial para la normal 
función del pulmón, siendo responsable de mantener la tensión superficial en la 
interfase aire-líquido de la superficie alveolar, lo que hace que dichos alveolos no se 
colapsen al final de la expiración. Existen 4 subtipos de proteínas que forman parte del 
surfactante: proteína A (SP-A), proteína B (SP-B), proteína C (SP-C) y proteína D (SP-
D). La B es una proteína de bajo peso molecular que está en íntimo contacto con la 
película lipídica de la interfase aire-líquido. Se le atribuyen varias funciones: 1) 
absorción de los lípidos, esto es, anclaje reversible de los mismos en la interfase; 2) 
reclutamiento de dichos lípidos hacia la superficie desde el reservorio situado en la 
hipofase, más cercana a la membrana celular del neumocito tipo II. En resumen, su 
función es básicamente regular la estructura, integridad y composición de la película 
de lípidos superficial, que contribuye a mantener la tensión en la superficie alveolar. 
Una vez finalizada la hibridación in situ se incubaron las muestras con un 
anticuerpo primario monoclonal contra surfactante pulmonar maduro B mouse IgG 
(1:500, ab40876 Abcam [Cambridge-UK]) toda la noche a 4ºC. Tras lavar las muestras 
se incubaron nuevamente durante una hora con un anticuerpo secundario conjugado 
con CyTM 2 anti-mouse IgG (1:200, Jackson). Los cortes fueron incubados con DAPI 
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(Invitrogen) como marcador para identificar los núcleos celulares y fueron montados 
con glicerol. Se realizaron controles negativos y positivos. 
 
 
4.10 Variables 	  
• Macroscópicas: 
- Presencia de adherencias pleurales: pulmón libre, adherencias laxas 
focales, laxas difusas, intensas focales e intensas difusas. 
*Adherencias laxas: adhesiolisis con disección roma.  
*Adherencias intensas: adhesiolisis con disección cortante. 
*Adherencias focales: localizadas en una zona concreta de la cavidad 
pleural. 
*Adherencias difusas: localizadas por toda la cavidad.  
- Presencia de signos de infección pleural: abscesos y/o secreciones 
purulentas. 
- Restos de solución de plasma con CMM (en las ratas con trasplante 
de CMM vía P). 
 
• Microscópicas: 
a) Injerto traqueal: 
- Obliteración de la luz traqueal: 0 (no), 1 (parcial) o 2 (total). Se añade 
además un análisis cuantitativo detallado de los grados de obliteración: 
Grado 0=no obliteración; grado 1=0-25%; grado 2=25-50%; grado 3=50-
75%; grado 4=75-100%. 
- Fibrosis: grados 0 (nula/leve), 1 (laxa) y 2 (densa). 
- Inflamación: grados 0 (nula o leve, células inflamatorias aisladas), 1 
(moderada, células inflamatorias en acúmulos focales) y 2 (severa, 
infiltrado inflamatorio difuso). 
- Presencia de neovascularización: grado 0 (nula/pocos vasos de calibre 
visible y endotelio), grado 1 (presencia moderada de vasos de calibre 
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visible y endotelio) y grado 2 (presencia importante de vasos de calibre 
visible y endotelio). 
- Patrón histológico (ver Figura 6, donde se detalla el modelo animal de 
BOS): patrones del 0 al 4. 
- Edema: grados 0 (nulo/leve), 1 (parcheado) y 2 (difuso). 
 
b) Parénquima peri-injerto traqueal: inflamación aguda leve, moderada o 
grave (presencia de células polimorfonucleares aisladas, en acúmulos 
focales o en forma de infiltrado difuso, respectivamente); inflamación 
crónica leve, moderada o grave (presencia de células mononucleares 
aisladas, en acúmulos focales o en forma de infiltrado difuso, 
respectivamente). 
 
• Detección y localización de las CMM: luz traqueal, epitelio, submucosa, 
muscular, cartílago y/o parénquima pulmonar peri-injerto.  
 
 
4.11 Estadística 	  
 Se trata de un estudio prospectivo y aleatorizado. El anatomo-patólogo 
desconocía la vía de administración de las células madre y el tiempo en el que fueron 
trasplantadas. 
 Se informaron los resultados mediante la media, desviación típica y valores 
extremos de los valores originales.  
 Las tablas contienen los valores absolutos y porcentajes en la respuesta del 
patrón y la obliteración, teniendo en cuenta el grupo y la vía de administración. Las 
diferencias del patrón entre tiempos y vía de administración se establecieron con la 
prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. El análisis del resto de los datos 
cualitativos en tablas 2x2 se analizaron mediante la prueba Chi cuadrado (χ2) 
corregida por continuidad y el test exacto de Fisher. Para todas las pruebas se aceptó 
un valor de significación inferior a 0,05 en contraste bilateral.  
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 El análisis de los datos fue realizado por el Servicio de Bioestadística del 















































































































 Se realizaron 45 implantes de segmentos traqueales según la técnica descrita 
en Material y Métodos. Además, se añadieron 2 individuos para completar el grupo 
control hasta 5 individuos (Anexo Tabla 4). 
 Se produjeron 2 pérdidas durante la aplicación de CMM por vía V (vascular). 
Un tercer individuo al que se le aplicaron CMM también por vía V falleció al tercer día 
postoperatorio.  
 
Anexo Tabla 4. Resultados del modelo animal de BOS tomado como referencia para el 
estudio (5 individuos). 
 
INDIVIDUO OBLITERACIÓN HISTOLOGÍA PATRÓN 
GRANULOMAS 
CUERPO EXT. 
LW 21.1 4 FD 4 NO 
LW 21.2 4 FD 4 SÍ 
LW 21.3 4 FLàFD 3 SÍ 
LW 21.4 4 FD 4 NO 
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5.1 Estudio macroscópico 	  
 En cuanto a la presencia de adherencias en el hemitórax intervenido se 
encontraron los siguientes resultados en los diferentes grupos (Figuras 19-21) [Tabla 
5]: 
 
• Grupo G0: 
En este grupo se evidenció un caso (6%) de adherencias intensas focales entre 
la zona del pulmón donde estaba situado el punto de sutura irreabsorbible que cierra el 
orificio de inserción del segmento traqueal y la propia toracotomía. En otro de los 
casos (6%) se objetivaron adherencias intensas difusas por toda la cavidad pleural. En 
ambos casos, la aplicación de las células madre se realizó vía intrapulmonar (P). El 
resto de los sujetos (88%) presentó un pulmón libre de adherencias (p 0.01). 
No se detectaron diferencias significativas al comparar con el grupo control. 
 
 
• Grupo G7: 
 En este grupo se observaron adherencias intensas focales localizadas en la 
zona de la toracotomía en 2 casos (13%). Uno de los casos había recibido las células 
madre por vía intratraqueal (T) y el otro por vía P. En 3 casos (20%) se encontraron 
6%	   6%	  
88%	  
G0	  
Adh.	  intensas	  focales	  	  
Adh.	  intensas	  difusas	  
Libre	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adherencias intensas difusas, habiendo recibido las células madre por vía P (p 0.02). 
En los 10 individuos restantes (67%), el pulmón estaba libre de adherencias (p 0.01).  
 Si comparamos con el grupo control, solo se detectaron diferencias 
significativas (p 0.028) al considerar los individuos del subgrupo que habían recibido 






Se objetivaron adherencias pleurales intensas focales en 2 casos (13%) que 
estaban localizadas en la zona de la toracotomía. Uno de los casos había recibido las 
células madre por vía T y el otro por vía P. Se encontraron adherencias laxas focales 
en un caso (6%) que recibió las células por vía V. El resto de los individuos (80%) no 
presentaron adherencias (p 0.01). No se observaron diferencias significativas al 














Tanto en el grupo G7 como el G14, los individuos fueron sometidos a una 
retoracotomía para trasplantar las células por vía intrapulmonar (P). El G0 recibió el 
injerto traqueal y las CMM en la misma cirugía. 
 La cavidad pleural estaba libre de signos de infección (secreciones purulentas o 
abscesos) en todos los casos.  
 En los casos de trasplante de células madre por vía P, no se objetivaron restos 
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G0_P 3 - - 1 1 
G0_V 5 - - - - 
G0_T 5 - - - - 
G7_P 1 - - 1 3 
G7_V 5 - - - - 
G7_T 4 - - 1 - 
G14_P 4 - - 1 - 
G14_V 4 - 1 - - 
G14_T 4 - - 1 - 
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5.2 Estudio microscópico 	  
a) Injerto traqueal 
 
• Grupo G0 	  
 - Obliteración (Figuras 22, 23): en este grupo, 12 individuos presentaron un 
grado de obliteración 4 (100% de la luz traqueal) y 2 presentaron un grado 3 (75 a 
100%). El individuo restante mostró un grado 1 (de 0 a 25% de la luz traqueal 
obliterada). Si comparamos con el grupo control, en el que todos los individuos 
presentaron un grado 4, no se encuentran diferencias [Tabla 6]. Tampoco se 
encuentran diferencias al comparar las diferentes vías de administración de las CMM 
con el grupo control, ni al comparar las 3 vías entre sí [Tabla 9]. 
 
Figura 22. Injerto no obliterado. 
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 - Patrón histológico:  
 Los patrones histológicos, como se especifica en Material y Métodos, son los 
definidos en el modelo animal de BOS desarrollado previamente (Figura 6, apartado 
1.1, Material y Métodos) y están numerados del 0 al 4, donde 0 representa ausencia 
de respuesta histológica y 4 se refiere a fibrosis densa. 
 Por otro lado, en el análisis histológico se objetivó un nuevo patrón (que 
llamaremos patrón 2+3) [Figura 24] no definido previamente puesto que no aparecía 
representado en la secuencia temporal con la que se determinó el modelo (ver 
Consideraciones Iniciales. Material y Métodos). Este nuevo patrón 2-3 se caracteriza 
por presentar una gran cantidad de neovasos en un lecho de tejido fibroso muy laxo. 
Por ello, se parece al patrón 2 (tejido de granulación con neovascularización + 
inflamación con celularidad mixta) en los neovasos que se observan, pero difiere de él 
en que éstos son más numerosos y de mayor calibre, y no asocia infiltrado 
inflamatorio. También tiene similitudes con el patrón 3 (tejido fibroso laxo sin 
inflamación y sin apenas vasos) puesto que aparece un tejido fibroso muy laxo en la 
luz traqueal. Sin embargo, la fibrosis es mucho menos marcada (la tinción con 
tricrómico pone de manifiesto menor cantidad de fibras colágenas) y, de nuevo, los 
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neovasos son más abundantes y de mayor calibre. Por lo tanto, no se trata de un 
patrón intermedio entre 2 y 3, sino un nuevo patrón con algunas características del 
patrón 2 y otras del patrón 3. 
 Dicho patrón está incluido en el estudio estadístico que se especifica a 
continuación. 
 Como se detalla en la tabla 5, 13 individuos de este grupo presentaron el 
descrito patrón 2+3. Los otros 2 individuos presentaron un patrón 2, mientras que 
todos los casos del grupo control presentaron patrón 3 ó 4. Estas diferencias 
resultaron estadísticamente significativas (p 0.006). Las diferencias se mantuvieron al 
analizar cada vía de administración de CMM frente al grupo control (p 0.006) [Tabla 
10]. 
Figura 24. Patrón 2+3. A: Hematoxilina/Eosina. B: Tinción tricrómica; se aprecia el 
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- Fibrosis [Tablas 5 y 11]: 14 individuos (93,3%) presentaron un grado 1 ó 2 de 
fibrosis (1-laxa; 2-densa), mientras que en el grupo control los 5 individuos presentaron 
un grado 2. No se detectaron diferencias entre ambos grupos, al igual que tampoco se 
encontraron diferencias al comparar las 3 vías de administración con el grupo control. 
 
 - Inflamación: independientemente de la vía de administración, en todas las 
muestras se encontraron signos de inflamación. El grado que se detectó en el injerto 
traqueal fue leve en 13 individuos (86,7%) y grave en 2 (13,3%) [Tabla 6], mientras 
que entre los individuos del grupo control no se objetivó ningún caso de inflamación 
[Tabla 12] (p <0.001).  
 
 - Neovascularización: todos los individuos de los grupos G0 presentaron algún 
grado de neovascularización (5 de ellos un grado 1 -leve-, y 10 presentaron un grado 2 
-severo-). Por su parte, en el grupo control se observaron 2 individuos sin evidencia de 
neovascularización, y en los 3 que se objetivó fue de grado 1 [Tabla 6]. Por tanto, las 
diferencias entre los casos de este grupo G0 y el grupo control no fueron significativas. 
 Al analizar las 3 vías de administración de manera independiente y 
compararlas con el grupo control, tampoco se encontraron diferencias significativas 
[Tabla 13]. 
 
 - Edema: [Tabla 6] agrupando los individuos de cada grupo que presentaron un 
grado 1 ó 2, obtenemos que la distribución de la aparición de edema es homogénea, 7 
individuos sin edema y 8 con grados 1 ó 2.  Si los comparamos con el grupo control 
(en el que no se observó edema en ningún caso) se detectan diferencias 
estadísticamente significativas (p 0.023). 
 Al considerar las 3 vías de administración y compararlas con el grupo control, 
solo se encuentran diferencias significativas en los individuos en los que se 
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Tabla 6. Resultados del grupo G0. 
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• Grupo G7: 
 - Obliteración: 7 individuos (46,7%) presentaron un grado 3 ó 4 de obliteración, 
mientras que en 8 de ellos (53,3%) se observó un grado 1, por lo que no se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas al comparar con el grupo 
control (p 0.054) [Tabla 7]. Si tenemos en cuenta las diferentes vías de administración 
de las CMM, en concreto el subgrupo que las recibió por vía traqueal (G7_T), 
observamos que en 4 casos se detectó un grado 1 de obliteración. Comparando con el 
grupo control se obtuvieron diferencias significativas (p 0.048) [Tabla 9]. 
 
 - Patrón histológico [Tabla 7]: al igual que en el grupo G0, todos los individuos 
del G7 presentan un patrón diferente del 3 y del 4, mientras que todos los casos del 
grupo control presentan un patrón 3 ó 4 (p 0.006). También encontramos diferencias 
significativas si comparamos cada una de las vías de administración de CMM (G7_V, 
G7_T y G7_P) con los casos control (p 0.008) [Tabla 10]. 
 
 - Fibrosis [Tabla 7]: en este grupo, 10 individuos (66,6%) no presentaron 
fibrosis, en 3 (20%) se observa un grado 1 y en 2 casos (13,3%) un grado 2. Si lo 
comparamos con el grupo control, en el que todos los individuos presentan un grado 1 
ó 2 de fibrosis, se obtienen diferencias significativas (p 0.033). Al considerar la vía de 
administración de las CMM, tan sólo encontramos diferencias estadísticamente 
significativas en aquellos individuos que las recibieron por vía traqueal (G7_T)  (p 
0.008) [Tabla 11].  
   
 - Inflamación [Tabla 7]: en 9 individuos (60%) no se presentó ningún signo de 
inflamación. Sin embargo, se observó inflamación grado 1 en 4 casos (26,7%) y grado 
2 en 2 casos (13,3%). Si comparamos con el grupo control, en el que ningún individuo 
tiene inflamación, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas. Al 
considerar las vías de administración, la mayor diferencia con el grupo control se 
observó en el subgrupo que recibe las células por vía intraparenquimatosa (G7_P) (p 
0.048). 
 
 - Neovascularización [Tabla 6]: en 7 individuos (46,7%) no se observó 
neovascularización, en 1 caso (6,7%) se detectó un grado 1 y en otros 7 (46,7%) un 
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grado 2. En cuanto a los individuos del grupo control, 2 no presentaron 
neovascularización y 3 presentaron un grado 1. No se detectaron diferencias 
significativas en este caso ni tampoco al comparar los subgrupos por vía de 
administración con el grupo control [Tabla 13]. 
 
 - Edema [Tabla 6]: en 7 individuos de este grupo (46,7%) no se observó edema 
en la muestra, mientras que en 8 casos (53,4%) se apreció edema grado 1 ó 2. Al 
comparar los resultados con el grupo control, en el que ningún individuo presentó 
edema, se observaron diferencias significativas (p 0.028). Teniendo en cuenta las vías 
de administración de CMM, solamente se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre el subgrupo que recibió las células por vía vascular (G7_V) y el 
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Tabla 7. Resultados del grupo G7. 
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• Grupo G14: 
 - Obliteración [Tabla 8]: en 2 individuos (13,4%) se apreció un grado 1 de 
obliteración, mientras que en 13 casos (86,6%) se objetivó una obliteración de grado 3 
ó 4. Comparado con el grupo control (los 5 individuos presentan obliteración) no se 
observaron diferencias.  
 Tampoco se observaron diferencias al analilzar por subgrupos dependiendo de 
la vía de administración de las CMM [Tabla 9]. 
 
 - Patrón histológico [Tabla 8]: en 2 individuos (13,4%) se objetivó un patrón 0, 
mientras que en 9 casos (60%) se observó un patrón 2+3. Los 4 restantes presenta un 
patrón claro de fibrosis laxa (patrón 3). En cuanto a esta variable, y al comparar con el 
grupo control en el que todos los individuos tienen un patrón 3 ó 4, las diferencias que 
se detectaron fueron estadísticamente significativas (p 0.011). 
 Por otro lado, al establecer comparaciones entre los subgrupos resultantes de 
las diferentes vías de administración de las CMM y el grupo control, se encuentran 
diferencias significativas entre el G14_T y el G14_V (p 0.048 y 0.028, 
respectivamente), puesto que todos los individuos de estos subgrupos excepto uno 
presentaron un patrón histológico distinto del 3 y 4 [Tabla 10]). 
  
 - Fibrosis [Tabla 8]: en cuanto a la fibrosis, 9 individuos (60%) de este grupo 
presentaron un grado 1 (fibrosis laxa) y en 6 casos (40%) se observó un grado 2 
(fibrosis densa). No se detectaron diferencias cuando se comparó con el grupo control, 
en el que también el 100% de los casos presentaron un grado 1 ó 2 de fibrosis. 
Tampoco se detectaron diferencias al comparar las vías de administración de CMM 
frente al grupo control [Tabla 11]. 
 
 - Inflamación [Tabla 8]: se observó un grado 1 ó 2 en 14 individuos de este 
grupo (93,4%) y en tan solo un caso no hubo signos de infiltrado inflamatorio (vía P). 
En los controles no se observó infiltrado inflamatorio en ningún caso por lo que se 
detectaron diferencias significativas en la comparación (p <0.001) y éstas se 
mantuvieron al comparar las tres vías de administración con el grupo control (p 0.048 
para el subgrupo G14_P, y p 0.028 para el G14_T y G14_V) [Tabla 12]. 
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 - Neovascularización [Tabla 8]: En 9 casos (60%) se objetivó un grado 1 
(presencia moderada de vasos de calibre visible y endotelio), y en 6 casos (40%) un 
grado 2 (presencia importante de dichos vasos). En tan solo 1 caso no se observaron 
neovasos en la muestra. En cuanto al grupo control, 3 casos presentan un grado 1 ó 2 
de neovascularización. No se detectaron diferencias significativas. 
 Tampoco se encontraron diferencias significativas cuando comparamos las 3 
vías de administración de CMM frente a los casos del grupo control [Tabla 13]. 
 
 - Edema [Tabla 8]: si analizamos el edema en las muestras, observamos que 4 
casos (26,6%) no presentaban edema, mientras que en 10 (73,4%) se observó un 
grado 1 ò 2. En el grupo control no se evidenció edema en ninguno de los casos, por lo 
que las diferencias que se detectaron con este grupo G14 fueron significativas (p 
0.048). 
 Sin embargo, al comparar las 3 vías de administración de CMM de manera 
independiente frente a los casos del grupo control, sólo se detectaron diferencias 
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Tabla 8. Resultados del grupo G14. 
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Tabla 9. Resultados en cuanto a la obliteración por subgrupos, teniendo en cuenta 
las 3 vías de administración de CMM. 
	   Combinación	  GRUPO	  TEMPORAL	  y	  VIA	  DE	  ADMINISTRACIÓN	  DE	  CMM	  
OBLIT.	   G0_P	   G0_V	   G0_T	   G7_P	   G7_V	   G7_T	   G14_P	   G14_V	   G14_T	   CONTROL	  
Grados	   0,	  
1	  
0	   0	  
1	  
(20%)	  









4	  (80%)	   2	  (40%)	   1	  (20%)	   4	  (80%)	   5	  
(100%)	  








Tabla 10. Resultados en cuanto al patrón histológico por subgrupos, teniendo en 
cuenta las 3 vías de administración de CMM. 
	   Combinación	  GRUPO	  TEMPORAL	  y	  VIA	  DE	  ADMINISTRACIÓN	  DE	  CMM	  
PATRÓN	   	  	  	  	  G0_P	   	  	  	  	  G0_V	   	  	  	  	  G0_T	   	  	  	  	  G7_P	   	  	  	  	  G7_V	   	  	  	  G7_T	   	  	  	  G14_P	   	  	  	  G14_V	   	  	  	  G14_T	   CONTROL	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Tabla 11. Resultados en cuanto a la fibrosis por subgrupos, teniendo en cuenta las 3 
vías de administración de CMM. 
	   Combinación	  GRUPO	  TEMPORAL	  y	  VIA	  DE	  ADMINISTRACIÓN	  DE	  CMM	  
FIBROSIS	   G0_P	   	  G0_V	   G0_T	   G7_P	   G7_V	   G7_T	   G14_P	   G14_V	   G14_T	   CONTROL	  
No	  (0)	   1	  	  
(20%)	  
0	   0	  
2	  	  
(40%)	  




0	   0	   0	   0	  








2	  	  	  	  	  
(40%)	  














Tabla 12. Resultados en cuanto a la inflamación por subgrupos, teniendo en cuenta 
las 3 vías de administración de CMM. 
	   Combinación	  GRUPO	  TEMPORAL	  y	  VIA	  DE	  ADMINISTRACIÓN	  DE	  CMM	  
INFLAM.	   G0_P	   G0_V	   G0_T	   G7_P	   G7_V	   G7_T	   G14_P	   G14_V	   G14_T	   CONTROL	  
No	  (0)	  
0	  	   0	   0	  
1	  	  
(20%)	  




1	  	  	  
(20%)	  
0	   0	   5	  	  	  
(100%)	  








2	  	  	  	  	  
(40%)	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Tabla 13. Resultados en cuanto a la neovascularización por subgrupos, teniendo en 
cuenta las 3 vías de administración de CMM. 
	   Combinación	  GRUPO	  TEMPORAL	  y	  VIA	  DE	  ADMINISTRACIÓN	  DE	  CMM	  
NEOVAS.	   G0_P	   G0_V	   G0_T	   G7_P	   G7_V	   G7_T	   G14_P	   	  G14_V	   G14_T	   CONTROL	  
No	  (0)	  
0	  	   0	   0	  
1	  	  
(20%)	  




1	  	  	  
(20%)	  
0	   0	   2	  	  	  	  	  
(40%)	  



























Tabla 14. Resultados en cuanto al edema por subgrupos, teniendo en cuenta las 3 
vías de administración de CMM. 
	   Combinación	  GRUPO	  TEMPORAL	  y	  VIA	  DE	  ADMINISTRACIÓN	  DE	  CMM	  
EDEMA	   G0_P	   G0_V	   G0_T	   G7_P	   G7_V	   G7_T	   G14_P	   G14_V	   G14_T	   CONTROL	  








1	  	  	  	  	  
(20%)	  
2	  	  	  
(40%)	  




0	   5	  	  	  	  	  
(100%)	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Leyenda de las tablas 9 a 14. 
CMM: Células Madre Mesenquimales 
G0_P: Las CMM se trasplantan por vía intrapulmonar el mismo día que se implanta 
el segmento traqueal. 
G0_V: Las CMM se trasplantan por vía intravascular el mismo día que se implanta el 
segmento traqueal. 
G0_T: Las CMM se trasplantan por vía intratraqueal el mismo día que se implanta el 
segmento traqueal. 
 
G7_P: Las CMM se trasplantan por vía intrapulmonar a los 7 días del implante del 
segmento traqueal. 
G7_V: Las CMM se trasplantan por vía intravascular a los 7 días del implante del 
segmento traqueal. 
G7_T: Las CMM se trasplantan por vía intratraqueal a los 7 días del implante del 
segmento traqueal. 
 
G14_P: Las CMM se trasplantan por vía intrapulmonar a los 14 días del implante del 
segmento traqueal. 
G14_V: Las CMM se trasplantan por vía intravascular a los 14 días del implante del 
segmento traqueal. 





b) Parénquima alrededor del injerto traqueal 	  
 En el parénquima adyacente se apreció un infiltrado inflamatorio crónico leve 
peribronquial compuesto fundamentalmente por linfocitos. Dicho infiltrado se detectó 
en la práctica totalidad de las muestras.  
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5.3 Análisis histopatológico 	  
 En el análisis histológico se observó la ocupación de la luz traqueal por un 
tejido indeterminado que en algunas muestras recordaba a tejido alveolar. En otras, sin 
embargo, este tejido se componía de abundantes neovasos de gran calibre; y existe 
un tercer grupo en el que, si bien en el primer corte del bloque de parafina se 
identificaba este tejido pulmonar, en los cortes sucesivos aparecieron neovasos. Este 
tejido estaba en contigüidad y/o a continuación de muchos de los cortes donde se 
observó el llamado patrón 2+3. En las figuras 25 y 26 se puede observar estas 
expresiones histológicas. 
 Este tejido se detectó con las frecuencias que se describen en la tabla 15. En  
ningún caso se detectaron diferencias significativas. En ningún individuo de los 
controles se observó tejido de estas características.  
 
Tabla 15. Presencia del tejido pulmonar en los diferentes grupos temporales. 
TEJIDO ALVEOLAR G0 G7 G14 
NO 7 (46,6%) 8 (53,3%) 9 (60%) 
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Figura 25. Fotografía del individuo G14_T_1. 
         
 
Figura 26. Fotografía del individuo G0_8_T. 
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Para caracterizar este tejido desde el punto de vista histológico se realizó sobre 
las muestras una técnica de inmunohistoquímica (usando anticuerpos frente a un 
marcador específico de neumocitos tipo II, la proteína B del surfactante pulmonar) tras 
una FISH para detectar las CMM.  
 
Muestras y resultados.  
Los resultados obtenidos se resumen en las tablas 29, 30 y 31. 
 En el grupo G0, 8 individuos presentaban este tejido en la luz del segmento 
traqueal. En 6 de ellos se encontraron CMM con IHQ para la proteína B del surfactante 
pulmonar positiva, y en 2 no se hallaron CMM.  
 En cuanto al grupo G7, de los 7 casos en los que se observa el tejido, en 5 se 
objetivaron CMM con IHQ positiva. 
 Y por último, en el grupo G14 se observó el tejido descrito en 6 casos, 4 de los 
cuales presentaron CMM con IHQ  positiva.  
En la figura 28 (A y B) se muestra una imagen en la que se observan CMM con 
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Tabla 26. Resultados de la IHQ en las muestras del grupo G0. En la columna de la 
derecha aparecen las reacciones positivas o negativas de las muestras en las que se 
realizó esta técnica. 
MUESTRA TEJIDO ALVEOLAR IHQ SF-B 
G0 1 0   
G0 2 0   
G0 3 0   
G0 4 2 POSITIVO 
G0 5 2 POSITIVO  
G0 6 1 POSITIVO 
G0 7 0   
G0 8 2 POSITIVO 
G0 9 0   
G0 10 0   
G0 11 1 NEGATIVO 
G0 12 1 NEGATIVO 
G0 13 1 POSITIVO 
G0 14 0   
G0 15 2 POSITIVO 
 
Tabla 27. Resultados de la IHQ en las muestras del grupo G7. 
MUESTRA TEJIDO ALVEOLAR IHQ SF-B 
G7 1 0   
G7 2 0   
G7 3 2 POSITIVO 
G7 4 0   
G7 5 1 POSITIVO 
G7 6 0   
G7 7 1 NEGATIVO 
G7 8 0   
G7 9 1 POSITIVO 
G7 10 1 NEGATIVO 
G7 11 0   
G7 12 0   
G7 13 1 POSITIVO 
G7 14 1 POSITIVO 
G7 15 0   
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Tabla 28. Resultado de la IHQ en las muestras del grupo GT14. 
MUESTRA TEJIDO ALVEOLAR IHQ SF-B 
G14 1 2 POSITIVO  
G14 2 2 NEGATIVO 
G14 3 2 POSITIVO 
G14 4 0   
G14 5 0   
G14 6 0   
G14 7 0  
G14 8 1 POSITIVO 
G14 9 1 POSITIVO 
G14 10 2 NEGATIVO 
G14 11 0   
G14 12 0   
G14 13 0   
G14 14 0   
G14 15 0   
 
Tejido alveolar 0 = no se objetiva presencia del tejido 
Tejido alveolar 1 = presencia moderada de este tejido 
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Figura 28. A. Microscopio de fluorescencia (40x). El color rojo objetiva la FISH positiva 
para el cromosoma Y de la CMM. El color azul se debe a la tinción con DAPI, 
señalando la cromatina del núcleo de la CMM. El color verde representa la positividad 
en la reacción inmunohistoquímica al usar el anticuerpo antiproteína B del surfactante 
pulmonar. 
 
               
 
B. Microscopio de fluorescencia (100X).  
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5.4 Localización y diferenciación de las CMM 	  
 De cada uno de los segmentos traqueales recuperados se tomaron 2 cortes 
histológicamente significativos y sobre ellos se realizó una técnica de FISH para 
detectar las células madre.  
 Se encontraron dichas células madre en muestras correspondientes a todos los 
grupos temporales y por todas las vías de aplicación. En la figura 29 A y B se 
muestran CMM positivas para el marcador de proliferación Ki-67. 
 Desde el punto de vista morfológico, las células fueron detectadas en tejido 
correspondiente a cartílago (Figura 30) y tejido conectivo (Figura 31). Además, se han 
observado CMM formando parte de estructuras definidas como el endotelio de 
neovasos de gran calibre (Figura 32).  
 Por otro lado, se han detectado CMM en el seno del tejido que señalábamos 
como neoformado (Figura 28). Estas células, además, han sido positivas a la IHQ para 
la proteína B del surfactante pulmonar (color verde). 
 
Figura 29. A. Microscopio de fluorescencia (20X). CMM positivas para el marcador de 
proliferación Ki-67 (núcleos verdes). Los núcleos rojos representan hematíes. 
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B. Microscopio de fluorescencia (100X). FISH positiva para la región Sry del 
cromosoma Y de las CMM. El color azul es la tinción con DAPI, señalando la 
cromatina de la CMM. El color verde señala la positividad para el marcador de 
proliferación Ki-67. 
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Figura 30. Microscopio de fluorescencia (40x). FISH positiva para la región Sry del 
cromosoma Y de las CMM, que se encuentra formado parte del cartílago del segmento 
traqueal.  
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Figura 31. Microscopio de fluorescencia (40x). FISH positiva para la región Sry del 
cromosoma Y de una CMM formando parte de tejido conectivo presente en la luz del 
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Figura 32. Microscopio de fluorescencia (100x). FISH positiva para la región Sry del 
cromosoma Y de una CMM formando parte de la pared endotelial de un vaso 







































































































6.1 Modelo animal de BOS: trasplante traqueal heterotópico 
 
 La primera fase de este trabajo fue la puesta a punto de un modelo animal de 
BOS reproduciendo los resultados publicados en otros trabajos (243). El modelo que 
elegimos fue el trasplante traqueal heterotópico y se detalla tanto en el artículo 
derivado (247) como en el material y métodos del presente trabajo. 
 Idealmente, el mejor modelo para reproducir las lesiones que se producen en el 
rechazo crónico debería incluir un trasplante alogénico que contenga vía aérea 
pequeña y, además, que el injerto se encontrase en situación idéntica al escenario 
clínico, esto es, expuesto al aire ambiente, a la vascularización y condiciones 
microambientales del pulmón. Por otro lado debería permitir realizar mediciones 
clínicas (test de función respiratoria) y análisis inmunológicos e histológicos que fuesen 
indicativos de BOS. 
 El trasplante pulmonar ortotópico en ratones o ratas parece reunir las 
características descritas, si bien resulta un procedimiento técnicamente muy complejo 
y es costoso mantener los animales vivos el tiempo suficiente para que desarrollen el 
rechazo crónico. Además, es necesario atenuar el estímulo inmunológico inicial que 
supone un aloinjerto  para evitar su destrucción por rechazo agudo y conseguir así que 
el injerto sobreviva lo suficiente como para desarrollar rechazo crónico (238, 249). Esto 
se consigue mediante tratamiento inmunosupresor o modificaciones genéticas previas 
sobre el receptor. Con este modelo, se han publicado resultados variables en cuanto al 
desarrollo de BOS. Algunos grupos consiguen reproducir fielmente la lesión del 
rechazo crónico (250, 251, 181) y otros, sin embargo, únicamente detectan cambios 
vasculares o parenquimatosos que no se asemejan a la lesión típica de BO (250-252). 
Por tanto, resulta más útil para el estudio de la función precoz del injerto y del daño 
provocado por la isquemia-reperfusión. 
 En cuanto a los modelos animales basados en el trasplante traqueal, están el 
tipo ortotópico (255) y el heterotópico. El modelo de trasplante traqueal ortotópico 
resulta útil para el estudio de la pérdida de microvasculatura de la vía aérea pero no 
reproduce de manera consistente las lesiones por BO (256). 
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 En los modelos de trasplante traqueal heterotópico, se ha descrito el implante de 
un segmento traqueal en el tejido celular subcutáneo (241), en el epiplon (242) o 
intrapulmonar (243). 
 Los modelos en los que el segmento traqueal se introduce en el subcutáneo o en 
el omento son los más usados por ser técnicamente sencillos y altamente 
reproducibles. En ambas situaciones se demuestran cambios compatibles con BOS a 
las 3 semanas, pero se trata de injertos no vascularizados y distan mucho de 
encontrarse en un ambiente parecido al pulmonar.  
 Algunas de estas limitaciones quedaron resueltas con el recientemente descrito 
modelo de trasplante traqueal heterotópico intrapulmonar, que consigue reproducir 
adecuadamente las lesiones histológicas del rechazo crónico (243). Este modelo fue 
desarrollado por Dutly y colaboradores en 2004 usando ratas Brown Norway y Lewis. 
En este trabajo se comparan 2 grupos en cuanto a fibrosis y obliteración de la luz del 
segmento traqueal implantado en el pulmón de la rata receptora. El grupo isogénico 
estaba formado por ratas de cepas consanguíneas Lewis, de modo que donante y 
receptora eran genéticamente idénticas. A día 21 del trasplante, en este grupo no se 
encontró obliteración de la luz traqueal y el epitelio estaba completamente regenerado. 
El grupo alogénico, por otro lado, se realizó usando ratas Brown Norway como 
donantes y Lewis como receptoras. Este grupo sí mostró una histología representativa 
de BO, también a día 21 del implante.  
 En nuestro caso, teniendo en cuenta las ventajas e inconvenientes de los 
modelos descritos, se decidió que el trasplante traqueal heterotópico intrapulmonar 
reunía las características adecuadas para realizar posteriores estudios sobre 
prevención y tratamiento de la BOS. Se eligieron diferentes cepas no consanguíneas 
de ratas para establecer los dos grupos de estudio: el isogénico se realizó con ratas 
Wistar como donantes y receptoras, y el alogénico con ratas Lewis como donantes y 
Wistar como receptoras. Los resultados del trabajo mostraron que tanto el grupo 
isogénico como el alogénico desarrollaban cambios típicos de BO, con varios grados 
de obliteración de la luz del segmento traqueal, en clara progresión temporal. Sin 
embargo, es en el grupo alogénico donde se observan mayores grados de obliteración 
y fibrosis densa (247). Como se detalla en Material y Métodos (1.1 Desarrollo del 
modelo animal de BOS: diseño y resultados), en este grupo se produce una progresión 
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de la lesión intraluminal que va desde una obliteración grado 1 en el día 7 postimplante 
a un grado 4 en el día 21 en todos los individuos. A su vez, la luz está ocupada 
inicialmente por un tejido inflamatorio agudo que va tornándose en tejido de 
granulación y fibrosis laxa, para acabar en un tejido fibroso denso a los 21 días. 
 Al igual que en el trabajo de Dutly y colaboradores, se demuestra que la 
neovascularización del injerto traqueal se desarrolla desde los vasos pulmonares y no 
desde la circulación sistémica (arterias bronquiales). La neovascularización, que se 
observa desde fases tempranas de la lesión, va desapareciendo conforme progresa la 
fibrosis. Este hecho puede tener interesantes implicaciones desde el punto de vista de 
la administración de tratamientos con función preventiva. Por otro lado, existen 
algunas diferencias con dicho trabajo puesto que el grupo isogénico, en nuestro caso, 
desarrolla obliteración del injerto traqueal, cierto grado de fibrosis y no se observa 
regeneración del epitelio traqueal. Estas diferencias pueden atribuirse a que el grupo 
isogénico utilizado por Dutly y colaboradores está compuesta por ratas de cepas 
consanguíneas, con un alto grado de inmunocompatilibilidad al tener la mayor parte 
del material genético idéntico. En nuestra experiencia, las ratas Wistar, usadas como 
donantes y receptores en el grupo isogénico, son de cepas no consanguíneas y por lo 
tanto con menor grado de histocompatibilidad, lo que puede justificar los cambios 
histopatológicos encontrados. 
 En conclusión, este modelo resulta técnicamente sencillo, reproducible y permite 
el estudio de los cambios histopatológicos típicos de BO que se suceden sobre el 
injerto traqueal en un microambiente muy similar al clínico, dado que la secuencia 
histológica que se observa y el resultado final en forma de lesión fibrosa es muy similar 
a la que se produce en la BO. En este sentido, los resultados aportados por este 
modelo hacen que se siga utilizando y justificarían el paso a modelos similares en 
animales grandes. Pese a ello, presenta varias limitaciones. La primera es que sigue 
sin ser un injerto vascularizado ni en contacto con la vía aérea del receptor, lo que 
hace que no esté expuesto a los mismos agentes dañinos/nocivos que pueden 
desencadenar o favorecer el desarrollo de BOS. Otra de ellas, es que la lesión típica 
de la BOS se produce sobre la vía aérea pequeña y en este caso se trata de un 
segmento traqueal de 1-2 mm de diámetro. Y por último, este modelo no permite la 
evaluación del deterioro funcional del receptor que se constata en los pacientes con 
BOS. 
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 Durante la fase de consecución del modelo no se registró mortalidad ni intra ni 
postoperatoria. Todos los individuos sobrevivieron al procedimiento hasta la fase de 
eutanasia.  
 Sin embargo, hubo una mortalidad del 6.6% (3 casos) en la fase de aplicación de 
las CMM. Dos animales fallecieron durante la aplicación de CMM por vía vascular y el 
otro al tercer día postoperatorio (Vía V). La causa en los dos primeros casos fue una 
obstrucción aguda de las cavidades derechas por una concentración excesiva de CMM 
o un volumen inadecuado del plasma en el que van suspendidas las CMM. El 
problema se resolvió empleando una concentración y un volumen menores, y 
realizando las infusiones de manera más lenta. 
 
 
6.2 Papel de las CMM en el modelo animal de BOS 
 
 Como apuntábamos en la introducción, la BOS es la principal causa de 
mortalidad a largo plazo en el trasplante pulmonar, llegando a ser del 50% a los 5 años 
(131). Si bien han sido definidos varios subtipos de rechazo crónico, el fenotipo BOS 
sigue siendo el más frecuente, por lo que está justificado perseverar en el estudio de 
los mecanismos fisiopatológicos que subyacen a esta entidad, puesto que no existe en 
la actualidad ningún tratamiento eficaz para la misma. De igual manera, y aunque se 
conocen algunos de los factores de riesgo asociados, no se ha podido aplicar ninguna 
terapia con carácter preventivo. 
 En este sentido, y teniendo en cuenta el potencial que han demostrado las CMM 
en diversas áreas de la reparación y regeneración tisular, diferentes grupos han 
desarrollado trabajos en los que se evalúa el efecto de este tipo de células en modelos 
animales de BOS. 
 Grove DA y colaboradores (101) describen en 2011 una atenuación en la 
obstrucción de la luz de la vía aérea tras el trasplante de CMM en un modelo de BOS 
basado en el trasplante traqueal heterótopico en ratones (implante en tejido celular 
subcutáneo). En este trabajo se compara el grado de oclusión de la luz del segmento 
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traqueal implantado y la expresión de citoquinas profibróticas tanto intraluminales 
(TGF-beta) como en plasma (G-CSF y IL-10). Para ello, toman 2 cepas murinas 
(C57BL/6, BALB/c) y hacen varios grupos, uno de ellos en el que el injerto proviene de 
un ratón de la misma especie que el receptor (isoinjerto: usando la variante C57BL/6), 
otro en el que proviene de ratones de una especie diferente (aloinjerto: usando la 
variante BALB/c como donante del injerto traqueal y como receptora la C57BL/6), y 
otros tres grupos más de aloinjertos a los que se les trasplantan CMM provenientes de 
3 cepas (C57BL/6, BALB/c y CH3). Las CMM son trasplantadas mediante una 
inyección retroocular el mismo día en el que se realiza el implante subcutáneo del 
segmento traqueal y todos los animales son eutanasiados y las muestras extraídas a 
los 10 días del procedimiento. Tras el análisis de las muestras encuentran diferencias 
entre el grupo de isoinjertos y el de aloinjertos en cuanto al grado de inflamación 
intraluminal, depósito de colágeno, daño del epitelio y obstrucción de la luz del 
segmento traqueal, siendo significativamente mayores en el grupo de aloinjertos. Sin 
embargo, en los grupos que reciben las CMM se observar menor obliteración y menor 
fibrosis. En cuanto a la expresión de TGF-beta, ésta se encuentra significativamente 
aumentada en el grupo de aloinjertos cuando se compara con el grupo de isoinjertos y 
aloinjertos que reciben CMM. Estos datos sugieren el papel protector de las CMM 
frente a la respuesta fibrótica intraluminal.  
 Guo y colaboradores comunicaron sus resultados al aplicar CMM por vía 
intravenosa en un modelo de trasplante traqueal ortotópico en ratones. En este trabajo 
también se aplican las CMM el mismo día del trasplante traqueal. Con respecto al 
grupo control (que recibió suero salino en vez de CMM) encontraron que las CMM eran 
capaces de detener el desarrollo de OB en este modelo actuando sobre la función de 
los macrófagos, disminuyendo la secreción de IL-6 y TNF-alfa, y aumentando la 
expresión de IL-10 (257). 
 Más recientemente, Casey y colaboradores (245) han publicado un trabajo 
usando un modelo animal basado en el trasplante traqueal heterotópico (subcutáneo) 
entre ratas C57BL/6 y BALB/c, que son cepas genéticamente tratadas para la 
expresión de diferentes complejos mayores de histocompatibilidad (MHC), lo cual 
garantiza el rechazo crónico del injerto. Se realiza un trasplante de CMM en 3 grupos 
problema y lo comparan con un grupo control sin CMM. Los 3 grupos problema difieren 
en la vía de aplicación: por vía tópica (la aplicación se realiza directamente sobre la luz 
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del injerto traqueal, cerrando los extremos del mismo con 2 puntos de sutura), 
intravenosa (vía retroocular) y una combinación de ambas. El trasplante de las CMM 
se realiza el mismo día del injerto traqueal en el tejido subcutáneo y los tiempos a los 
que analizan las muestras son a los 2 días, 1, 2 y 4 semanas. En cuanto a los 
resultados, observan que el grupo que recibe las CMM por vía combinada, intravenosa 
y tópica, presenta una reducción en la infiltración por neutrófilos en el injerto traqueal 
durante la fase precoz de la respuesta inflamatoria, una reducción del acúmulo de 
macrófagos y menos fibrosis en la semana 4. También a la cuarta semana observaron 
que la respuesta inflamatoria de células T estaba disminuida, independientemente de 
la vía de administración de las CMM. Por otra parte, no encuentran células madre 
repoblando o regenerando el epitelio de los injertos traqueales (éste se pierde durante 
las fases precoces del desarrollo de BO). En cuanto a la obliteración de la luz del 
injerto, no encuentran diferencias entre los grupos que reciben CMM y el grupo control, 
al contrario que el grupo de Grove (101). Este grupo concluye que las CMM producen 
una reducción en el daño tisular, en la inflamación y en el desarrollo de fibrosis del 
injerto debido a su carácter inmunomodulador paracrino, apoyados en que las CMM no 
requieren integrarse en el epitelio traqueal y regenerarlo para producir estos efectos, 
sino que son capaces de excretar factores solubles que pongan en marcha diferentes 
mecanismos reparadores. Por otro lado, se ha propugnado que la integridad del 
epitelio previene la obliteración de la luz traqueal en un modelo animal de BOS (258), 
por lo que este grupo justifica la falta de reducción de la obliteración por la nula 
regeneración del epitelio por parte de las CMM. En cuanto a la vía de administración 
óptima de las CMM, sugieren que la vía combinada local e intravenosa aporta la 
sinergia del efecto local y sistémico de las CMM.  
 En el presente trabajo, nos planteamos el problema desde una óptica similar 
aunque con matices importantes, diseñando un estudio en el que se pudiera evaluar la 
vía de administración de CMM, el tiempo que transcurre entre el estímulo para el 
rechazo (implante del segmento traqueal) y el trasplante de las células, y el propio 
efecto preventivo de éstas en el rechazo crónico. Todo ello con el objetivo de comparar 
los resultados con el modelo animal de BOS reproducido satisfactoriamente y basado 
en el trasplante traqueal heterotópico intrapulmonar en el que donante y receptor son 
de diferentes cepas de ratas.  
 Uno de los hallazgos más llamativos al examinar la histología ha sido la 
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presencia del citado nuevo patrón 2+3, que se observa en un importante número de 
individuos de los 3 grupos (86% en el G0, 53% en el G7 y 57% en el G14). Este 
patrón, definido en los resultados, se caracteriza por ser un tejido con una ingente 
cantidad de neovasos de gran calibre en el lecho de un tejido fibroso muy laxo. Según 
el modelo de rechazo crónico (247), todos los individuos a los 21 días del injerto 
traqueal deberían presentar una obliteración completa de la luz por un tejido fibroso 
denso y sin neovasos. La presencia de ese tejido consistente básicamente en 
neovasos en el seno de un estroma levemente fibroso sugiere cierto grado de 
remodelación tisular que está impidiendo el desarrollo de la lesión tipo BO, cambiando, 
al aplicar las CMM, el curso histopatológico que habíamos observado en el modelo. 
 Los mecanismos íntimos implicados que subyacen a este efecto pueden ser 
varios. Está descrito que el mecanismo paracrino (259) es uno de los que más peso 
tiene en los efectos de las CMM. Tras detectar que el microambiente es de 
características proinflamatorias y de proliferación fibrosa, producen y secretan factores 
tróficos, citoquinas antiinflamatorias y agentes antiproliferativos, estimulando la 
neoangiogénesis (260) y disminuyendo el grado de fibrosis. Además, hemos detectado 
CMM formando parte del endotelio de los neovasos que describíamos en el tejido que 
ocupa la luz del injerto traqueal (Figura 32). Este hallazgo sugiere que las CMM no 
sólo favorecen la formación de vasos mediante la secreción de factores tróficos 
creando el microambiente adecuado (261), sino que también son capaces de 
diferenciarse y participar de la arquitectura de la neovascularización. En cualquier 
caso, se confirma el potencial de las CMM para generar tejido vascular y diferenciarse 
a células endoteliales (261, 262). 
 En cuanto a la obliteración, no encontramos diferencias significativas entre el 
grupo de individuos G7 y el grupo control, pero al realizar el análisis del grupo G7 
considerando la vía de administración de las CMM (T, V y P), observamos que las 
diferencias se concentran en el subgrupo que recibe las células por vía intratraqueal 
(G7_T). Estos hallazgos sugieren que la aplicación de las CMM por esta vía y con una 
diferencia de 7 días entre el injerto traqueal y el trasplante de las células, es la 
combinación óptima que produce una reducción significativa en la obliteración de la 
luz. Al contrario que en otros estudios, no parece ser necesaria la regeneración del 
epitelio de la luz traqueal para que se produzca una menor obliteración de la vía aérea 
(101, 257). 
	  	  
Discusión	   	  	   	  
124	  
 Por otro lado, ni el grupo G0 ni el G14 muestran menos obliteración que el grupo 
control. Sin embargo, en la mayor parte de los casos, la luz del injerto traqueal se 
encuentra obliterada por un tejido compuesto del patrón 2+3 antes mencionado. Por lo 
tanto, si bien es cierto que cuantitativamente la obliteración en esos individuos es 
comparable a la del grupo control, cualitativamente es radicalmente diferente. 
 La fibrosis intraluminal detectada en el G7 también es significativamente menor 
que la que se observa en el grupo control. De nuevo el subgrupo G7_T es en el que 
mejor respuesta se encuentra (ningún caso presenta fibrosis). Esto parece confirmar la 
vía intratraqueal como la vía óptima de aplicación de CMM. Los grupos G0 y G14 no 
presentan diferencias con el grupo control en cuanto a la fibrosis intraluminal. 
Exceptuando que en el grupo G14 se encuentran 4 individuos con patrón 3 en los que 
se evidencia una fibrosis grado 2, hay que tener en cuenta que estos grupos presentan 
un alto porcentaje de casos con el patrón 2+3, formado también por tejido conectivo 
que aunque contiene colágeno, la tinción tricrómica demuestra que es en pequeña 
cuantía. Este hallazgo es no sólo consistente con los resultados de otros grupos que 
trabajan con modelos animales de BOS (101, 245), sino también con los resultados 
observados en modelos de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina en los que las 
CMM son capaces de disminuir la respuesta fibroproliferativa (263-265). 
 Una de las propiedades que se les atribuye a las CMM es la capacidad de 
modular los procesos inflamatorios (124). En el presente trabajo no es posible obtener 
conclusiones acerca de la inflamación debido a que, lógicamente, en el grupo control 
no se observan infiltrados inflamatorios puesto que se trata de un modelo de BOS, 
donde lo que se observa es una ocupación de la luz traqueal por una cicatriz fibrosa. 
No obstante, en la mayoría de los individuos en los que se detecta infiltrado 
inflamatorio al aplicar las CMM, éste es muy leve (grado 1) independientemente de la 
vía de administración y del momento en el que se apliquen. 
 En definitiva se observa que el trasplante de CMM es capaz de modificar el curso 
histopatológico del modelo de BOS en todos los grupos problema, cambiando el patrón 
histológico fibroso final observado en dicho modelo por otro en el que hay un 
predominio de neovasos sobre un estroma levemente colágeno, lo que sugiere cierto 
grado de reparación tisular. Este efecto es más llamativo en el grupo G7, donde se 
aprecia una reducción significativa de la fibrosis. En el subgrupo G7_T, además, se 
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produce una disminución significativa de la obliteración de la luz del injerto traqueal. 
 
  
6.3 Papel de las CMM en los procesos de reparación y regeneración pulmonar 
 
 Hoy en día la comunidad científica internacional no tiene dudas de la 
participación de las CMM en los diferentes procesos de reparación y regeneración 
tisular. Como hemos comentado previamente, se han identificado nichos de CMM en 
tejidos adultos preparadas para autorregenerarse, proliferar y diferenciarse a la célula 
adulta en respuesta a determinados estímulos que son percibidos como daño tisular 
(266). Es más, cuando se administran CMM heterólogas, éstas son capaces de 
dirigirse a las localizaciones dañadas y participar allí en la reparación del tejido, bien 
mediante la secreción de factores de crecimiento, o bien induciendo a las células del 
tejido circundante a secretar factores tróficos (266). 
 No obstante, la vía óptima de aplicación de estas CMM, la dosis necesaria para 
que el tratamiento pueda ser eficaz, la capacidad de anidar en el tejido, el tiempo que 
necesitan estar expuestas al estímulo dañino, la vehiculización y los mecanismos a 
través de los cuales llevan a cabo esta función aún no están perfectamente definidos.  
  Entre los mecanismos de acción descritos encontramos el contacto celular 
directo, mediante el cual son capaces de anidar en el tejido dañado, y el ya comentado 
efecto paracrino. Teóricamente las CMM serían capaces de “detectar” las condiciones 
en las que se encuentra el tejido y responder a través de la secreción de un variado 
repertorio de citoquinas y otros productos, cuyas funciones son la quimiotaxis de 
determinados grupos celulares, promoción de la proliferación de otros, inhibición de los 
procesos apoptóticos, neoangiogénesis y la inmunomodulación de la respuesta 
inflamatoria. De hecho, se postula que serían capaces de modular su repuesta según 
el microambiente al que son sometidas, lo que podría ser fundamental en la eficacia 
esperada (266). Todas estas funciones resultan clave en la reparación del daño y en la 
regeneración tisular. 
 Otro de los mecanismos de acción propuestos es la diferenciación y proliferación 
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hacia un tipo celular concreto. Está bien documentada la diferenciación hacia 
condrocitos, adipocitos, osteocitos, hepatocitos, miocitos e incluso neuronas  (267-
269). Es más, algunos autores han publicado la capacidad de las CMM para 
transdiferenciarse, esto es, diferenciarse a un tipo celular de una hoja embrionaria 
diferente a la propia. Zhen y colaboradores (270) demostraron en un modelo animal 
(ratas) de enfisema pulmonar que las CMM trasplantadas a través de la vena de la 
cola eran capaces de anidar en el pulmón lesionado y diferenciarse a neumocitos tipo 
II. No obstante, otros autores proponen otras vías que explican la diferenciación de las 
CMM a linajes celulares de otra hoja embrionaria, como son los mecanismos de fusión 
celular con células residentes en el tejido (43-50). 
 
 Entre los hallazgos histológicos de nuestro trabajo hemos detectado un tejido 
aparentemente neoformado que aparece en contigüidad o próximo a las zonas de la 
luz del segmento traqueal donde identificábamos el patrón 2+3. Este tejido en algunos 
cortes recuerda la estructura histológica del pulmón, y en otros está compuesto de 
abundantes neovasos de gran calibre. En la seriación del bloque podía observarse 
como en los cortes sucesivos a los grandes neovasos aparecía ese tejido alveolar 
neoformado. Para caracterizarlo fenotípicamente y saber si contenía CMM, se realizó 
una FISH para detectar la región Sry del cromosoma Y murino, y una IHQ para 
detectar un marcador del neumocito tipo II (proteína B del surfactante pulmonar). En la 
mayoría de las muestras donde se analiza el tejido neoformado se encuentran células 
que se marcan simultáneamente con estas dos técnicas, objetivando que las CMM se 
han diferenciado a neumocitos tipo II o, al menos, son capaces de expresar 
marcadores de estas células epiteliales pulmonares. Estos hallazgos son consistentes 
con los resultados del trabajo de Zhen y algunos otros (270-272). Por otro lado, existen 
trabajos que demuestran la diferenciación de las CMM a neumocitos tipo I en un 
modelo de fibrosis pulmonar inducido por bleomicina (273) e, incluso, otros autores 
que demuestran que pueden diferenciarse a neumocitos tipo I, tipo II, fibroblastos y 
mioblastos (274). Según Zhen y colaboradores, esta variabilidad puede explicarse por 
las diferentes condiciones de cultivo de las CMM, los distintos tipos de lesiones que se 
provocan en los modelos animales y los diferentes métodos usados para caracterizar 
fenotípicamente a las CMM (270). Lo cierto es que en nuestro caso se ha usado un 
solo marcador de células alveolares epiteliales, por lo que no podemos aseverar que 
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estas CMM no estén expresando marcadores de otro tipo de células que formen parte 
del tejido alveolar.  
 En cualquier caso, parece claro que las CMM trasplantadas son capaces de 
diferenciarse a células epiteliales alveolares tipo II en un intento de ejercer una 
respuesta reparadora regenerando el tejido.  
 En las muestras analizadas también expresan proteína B del surfactante 
pulmonar otras células que no han sido positivas a la FISH. No es posible saber si 
esas células también son CMM, puesto que la región Sry del CrY puede haber 
quedado fuera del corte y por lo tanto no se detectaría, o bien se trata de células del 
tejido pulmonar circundante que responden proliferando a los factores tróficos 
secretados por las CMM.   
 Por otro lado, las CMM detectadas eran viables y proliferaban, puesto que las 
tinciones con DAPI y Ki-67 fueron positivas (Figuras 28 y 29). Diferentes trabajos han 
documentado que la proliferación en exceso o de manera descontrolada de las CMM 
puede dar origen a teratomas. Las células madre de origen somático tienen un menor 
riesgo de producir tumoraciones que otras células madre como las embrionarias, ya 
que son más sensibles a los procesos de control de proliferación celular (275). No 
obstante, han de ser sometidas a manipulaciones, cultivo y a procesos de expansión 
celular, por lo que teóricamente pueden desarrollar mutaciones que acaben 
expresándose en forma de tumores, como muestran algunos trabajos (276-279). Para 
que estas células puedan saltarse los controles del ciclo celular y comenzar con una 
eventual transformación tumoral se necesita un tiempo de cultivo in vitro de más de 4 
meses. En el presente trabajo se han utilizado CMM con un periodo máximo de cultivo 
de 2 semanas, tiempo insuficiente para dar lugar a la generación de cambios con 
potencial maligno. En un trabajo del propio grupo en el que se evaluaba el efecto de 
las CMM sobre la cicatrización bronquial en un modelo murino de neumonectomía 
izquierda, se ha encontrado un índice de proliferación de las CMM de entre el 1 y el 
2.5% sin evidencia de generación de tumores en ningún individuo (124). Además, tras 
una amplia fase preclínica, en nuestro centro están en marcha varios ensayos clínicos 
con CMM (tanto autólogas como alogénicas) en pacientes con lesiones medulares en 
los que no se han detectado tumores ni otros problemas asociados. 
 
	  	  
Discusión	   	  	   	  
128	  
6.4 Momento del trasplante de CMM 
 
 Como se define en Material y Métodos se establecen 3 grupos determinados por 
el tiempo al que se trasplantan las CMM desde el injerto del segmento traqueal. Los 
efectos más contundentes en cuanto a disminución de la obliteración y fibrosis se 
encuentran en el grupo G7 (las CMM se trasplantan tras 7 días del implante del 
segmento traqueal donante), siendo por lo tanto el mejor momento para incidir sobre el 
desarrollo de la lesión de BO, favoreciendo la prevención de la fibrosis final.  
 Cuando las CMM se trasplantan el mismo día que el injerto traqueal (G0), éstas 
deben actuar sobre una lesión más aguda de tipo inflamatorio, como se describe en el 
modelo (247), por lo que no encuentran los estímulos adecuados para prevenir 
obliteración y fibrosis, aunque son capaces de impedir el estadio final de la lesión de 
BOS.  
 Por último, las CMM trasplantadas a los 14 días del implante del segmento 
traqueal deben actuar en un escenario en el que la lesión ya está en estadios 
avanzados, con un patrón histológico 2 ó 3 donde la fibrosis laxa es predominante. En 
esta fase las CMM no ejercen los efectos suficientes para revertir la lesión. 
 
 
6.5 Vías de administración y dosis de CMM 
 
 Dependiendo del tipo de patología a estudio, los diferentes trabajos publicados 
utilizan distintas vías de administración para el trasplante de CMM.  
 En aquellos relacionados con modelos animales de bronquiolitis obliterante es 
común el uso de las vías intravenosa e intratraqueal. La administración intravenosa 
suele ser mediante la inyección retroocular de las CMM (101) o a través de la vena de 
la cola (262). En cuanto a la administración intratraqueal, suele referirse a la 
administración dentro de la luz del propio injerto traqueal donante en el que cual se 
quiere reproducir el rechazo crónico y sobre el que se quiere estudiar el efecto de las 
CMM (245).  
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 Por el contrario, en los trabajos en los que se estudian lesiones pulmonares 
agudas tipo distrés respiratorio, o en modelos animal de fibrosis pulmonar, la 
administración intratraqueal se realiza inyectando las CMM en la vía aérea principal, 
con el objetivo de que se dispersen lo más ampliamente posible (280).  
 
 En este trabajo se decidió evaluar 3 vías diferentes de trasplante de CMM  
pensando en una futura aplicación clínica.  
 En la vía intravascular la infusión de las CMM se realizó en la confluencia de 
vena yugular y subclavia en la vena cava superior. Existen trabajos, como el de Liu y 
colaboradores, en el que realizan el trasplante de CMM a través de la vena de la cola, 
y detectan de manera cualitativa que las CMM se depositan fundamentalmente en el 
pulmón y en el hígado (280). A priori, ésto garantizaría que gran parte de las CMM 
trasplantadas queden en el órgano diana a pesar de que la administración sea 
periférica. No obstante, en otros trabajos se observa que administrando las CMM por 
vía yugular, únicamente alrededor de un 3% de las células son capaces de traspasar 
el filtro pulmonar (281). Por esta razón, se decidió usar la vía vascular central con el 
objetivo de no perder CMM en otros órganos (101, 262, 280). Las CMM aplicadas por 
esta vía fueron detectadas tanto en el interior del injerto traqueal como el parénquima 
pulmonar circundante, por lo que se consiguió el objetivo de garantizar la mayor 
cantidad de células en el pulmón.  
 En cuanto a la vía intratraqueal, no sólo se encontraron CMM dentro del injerto 
traqueal, sino que se detectó un cambio en el curso histopatológico de la lesión típica 
de BO acompañado de cierto grado de regeneración tisular. Además, concretamente 
en el grupo G7 se observó una disminución significativa de la fibrosis y una mejora 
también significativa de la obliteración de la luz en el subgrupo G7_T. Pensamos que 
esta vía es la óptima para plantear un eventual uso clínico de las CMM. 
 La vía intraparenquimatosa o tópica, es teóricamente por la que las CMM 
podrían llegar en mayor número y ejercer mejor su acción. Por esta vía también se 
encontraron CMM en todas las muestras analizadas, tanto en el injerto traqueal como, 
lógicamente, en el parénquima de alrededor. Los efectos, sin embargo, no fueron 
mejores que en los individuos que recibieron CMM por vía intratraqueal. 
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 Un aspecto importante a tener en cuenta es el número crítico de CMM que es 
necesario trasplantar para tener el efecto terapéutico deseado. Son numerosos los 
trabajos en la literatura que apoyan la dosis dependencia existente entre el número de 
CMM trasplantadas y la recuperación funcional (282-284) sugiriendo que  el número de 
células administrado es un factor determinante para lograr el efecto terapéutico que se 
busca. No obstante, tenemos que tener en cuenta que a pesar de que el número de 
células madre administrado es un factor crítico, no es el único determinante de la 
eficacia de este tipo de terapias, puesto que las investigaciones actuales que se están 
desarrollando en el campo de la terapia celular van dirigidas a lograr aumentar la 
supervivencia e integración a largo plazo de las células trasplantadas en el tejido 
dañado.  
 Por otra parte, una dosis excesiva de CMM podría no tener los efectos que se 
pretenden. En un reciente trabajo donde se estudia el efecto dosis-dependiente de la 
administración intraarterial de CMM en un modelo murino de ictus, se detecta que la 
aplicación de las concentraciones de CMM más bajas testadas (1x105 en 0.5 ml de 
PBS) producen una reducción del flujo en la arteria cerebral media parecido al placebo, 
mientras que las dosis más altas (1x106 en 0.5 ml de PBS) muestran obstrucción de la 
microvasculatura cerebral por las propias CMM (285).  
Junto con el número de células trasplantadas y su supervivencia, otro factor 
determinante en la eficacia de la terapia celular es la liberación de factores tróficos 
propios del tejido, la mayoría de los cuales están relacionados con la propia 
fisiopatología del daño tisular, y que a su vez están relacionados con el aumento de la 
supervivencia de las células trasplantadas (286). 
En base a la experiencia de nuestro hospital en este tipo de terapias 
avanzadas, hemos determinado para el tratamiento de nuestros animales la dosis 
“máxima” posible en función de la vía de administración a utilizar. Este es un 
parámetro que debemos tener muy en cuenta por las complicaciones que pueden 
surgir solo como consecuencia de la vía de administración elegida. Por ello, 
manteniendo el criterio de utilizar la máxima dosis posible de CMM, se ha calculado un 
volumen y una concentración de CMM adecuada a la vía de administración elegida 
que nos asegurara no tener complicaciones. 
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Para la vía intrapulmonar se eligió un volumen de 250 microlitros de medicación 
por animal a una concentración de 60 x 106 / ml para evitar aglomeraciones 
perilesionales en forma de abscesos que no permitiesen a las CMM migrar 
adecuadamente y pudiesen comprometer su supervivencia. 
 Para la vía intratraqueal se eligió un volumen de 500 microlitros de medicación 
por animal a una concentración de 14 x 106 / ml con la intención de evitar tapones que 
pudieran provocar la obstrucción parcial o total de la tráquea o de algún bronquio 
principal de la rata, lo cual comprometería gravemente la supervivencia del animal. 
Por último, para la vía intravascular se decidió utilizar un volumen de 300 
microlitros de medicación por animal a una concentración de 5 x 106 / ml. Los dos 
primeros individuos de todo el trabajo que recibieron CMM por esta vía sufrieron una 
parada cardiorrespiratoria segundos después de la infusión de las CMM suspendidas 
en plasma a una concentración de  15 x 106 / ml. La concentración excesiva de CMM 
infundidas directamente en el sistema vascular podría haber provocado un trombo en 
el corazón derecho de la rata, y/o el volumen empleado (1 ml), aplicado directamente 
en la entrada de la aurícula derecha podría haber  sobrecargado de forma aguda el 





 Este trabajo está basado en un modelo animal de BOS que requiere el trasplante 
de un segmento traqueal en localización heterotópica (parénquima pulmonar). El 
propio modelo tiene limitaciones en cuanto a la reproducción de la lesión a estudio, tal 
y como quedan expuestas al comienzo de la discusión (punto 1).  
 Por otro lado, no disponemos de evidencia en cuanto a la cantidad mínima de 
CMM que es capaz de actuar mejorando la lesión de BOS a través de las vías de 
trasplante seleccionadas. Pensamos que aportar la dosis máxima posible de CMM que 
el individuo tolerase por cada vía de administración podría asegurar que anidaran en el 
tejido diana en una cantidad suficiente para poder provocar cambios histológicos 
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medibles. Sin embargo, sería muy interesante desarrollar un modelo en el que se 
estudiase la dosis mínima capaz de atenuar el desarrollo de BOS. 
 Aunque hemos sido capaces de encontrar cambios en el desarrollo 
histopatológico de la lesión típica de BO al aplicar CMM, no se han realizado 
mediciones de citoquinas proinflamatorias ni otros mediadores que puedan estar 
implicados en la fisiopatología del rechazo crónico, o que sean secretados por las 
propias CMM.  
 Quedaría también por determinar si el mecanismo último por el cual las CMM 
expresan marcadores de células epiteliales alveolares es la transdiferenciación o la 
fusión celular. La fusión celular requeriría contacto entre la CMM y el epitelio alveolar 
seguido del propio proceso de fusión y de la migración de la célula resultante hacia la 
zona problema. Por otro lado, con las técnicas aplicadas no es posible precisar si la 
proteína B del surfactante pulmonar que producen estas CMM forma parte del 
complejo funcionalmente activo. 
 En este trabajo, debido a la limitación del tamaño de muestra, existen errores de 
tipo II inevitables, es decir que en ocasiones no se encuentren diferencias que en 
realidad pueden existir. Este tipo de error solamente se corrige aumentando el tamaño 
de la muestra. Por ello, no descartamos que alguna de las otras vías de administración 




































































1. El modelo de BOS basado en el trasplante traqueal heterotópico 
intrapulmonar es un procedimiento sencillo, repoducible y satisfactorio para el estudio 
tanto del desarrollo de la lesión histológica del rechazo crónico, como de la aplicación 
de terapias con intención preventiva. 
 
 
2. Las CMM aplicadas a diferentes tiempos y por diferentes vías son capaces 
de cambiar el curso histopatológico de la lesión típica de BO. Se ha observado un 
patrón histológico no presente en el modelo de BOS que sugiere un efecto reparador 
de las CMM.  
 
 
3. Se han encontrado CMM formando parte del endotelio de estructuras 
vasculares, cartílago y tejido conectivo. Además, se han detectado formando parte del 
tejido neoformado en la luz del injerto traqueal con capacidad de expresar marcadores 
de células epiteliales pulmonares (neumocitos tipo II). Este hecho, sugiere que la 




4. El trasplante de CMM a 7 días del injerto del segmento traqueal (grupo G7) 
consigue una disminución significativa de la fibrosis. Además, cuando estas células se 
trasplantan por vía intratraqueal (subgrupo G7_T) se observa una reducción 
significativa de la obliteración de la luz del segmento traqueal. Por tanto, ésta se 
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• Parte de este trabajo ha sido motivo de una presentación en el 45 Congreso 
Nacional de la Sociedad Española de Neumología y Cirugía de Torácica 
(SEPAR) en el año 2012 (Madrid): Modelo animal de bronquiolitis obliterante 
(BOS): trasplante traqueal heterotópico. 
 
• A su vez, el modelo está publicado y se encuentra en PubMed con esta 
referencia: Gómez-de-Antonio D, Campo-Cañaveral de la Cruz JL, Gonzalez-
Lois C, Santos M, Millán I, Varela de Ugarte A. Heterotopic tracheal 
transplantation animal model of bronchiolitis obliterans: a reproducible 
model. Ann Transplant. 2013 Dec 6;18:661-70. (Ver portada del documento a 
continuación). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
